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WHSC1 : Wolf-Hirschhorn Syndrome 
Candidate 1 
WT : Wild Type 
 
Z 
ZAP-70 : Zeta-chain Associated Protein 70 
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PARTIE I : LES PETITS ARN NUCLEOLAIRES 
Les petits ARN nucléolaires (snoARN pour small nucleolar ARN) représentent un des groupes les 
plus abondants parmi les petits ARN non codants et sont localisés comme leur nom l’indique dans le 
nucléole. Ils se divisent en deux catégories selon la présence des boîtes consensus conservées H/ACA 
ou C/D. Chaque classe de snoARN à boîtes H/ACA ou C/D s’associe à des protéines spécifiques pour 
former un complexe ribonucléoprotéique (snoRNP). La fonction principale des snoRNP est de guider 
des modifications chimiques lors de la maturation post-transcriptionelle des pré-ARN ribosomiques 
(pré-ARNr). Certains peuvent également guider des modifications au sein des ARN nucléaires (snARN) 
ou participer aux clivages lors du processus de maturation des pré-ARNr. Les snoARN à boîtes H/ACA 
ou C/D servent respectivement de guide pour la pseudouridylation ou la méthylation de nucléotides 
spécifiques, grâce à une séquence anti-sens complémentaire de leur ARN cible[1]. 
 
A. Organisation génomique des snoARN 
Les snoARN ont pour fonction, conservée au cours de l’évolution, de guider des modifications de 
l’ARN. On les retrouve chez les Archées et les Eucaryotes, mais selon les organismes, leur 
organisation génomique comme leur mode d’expression peuvent être très variés. Ils peuvent 
posséder leur propre promoteur ou bien être localisés dans l’intron d’un gène hôte et sont soit 









Figure 1. Organisation génomique des snoARN chez les Eucaryotes. 
Représentation schématique des différents types d’organisation génomique possibles des gènes de 
snoARN.  La configuration majoritairement retrouvée chez l’homme suit la règle « un snoARN par intron ».                                               




1. Les snoARN produits par des unités de transcription indépendantes 
Des gènes SNOARN indépendants ont été décrits chez tous les Eucaryotes. Ces gènes sont 
dits indépendants car ils présentent leurs propres signaux d’initiation et de terminaison de la 
transcription. Dans la plupart des cas, ils sont transcrits par l’ARN polymérase II[2] mais certains 
peuvent plus rarement être produits par l’ARN polymérase III comme SNORD3 chez les plantes[3]. 
Les snoARN sous dépendance d’un promoteur propre est l’organisation génomique préférentielle 
retrouvée chez les levures et les plantes, alors qu’elle est minoritaire chez l’Homme (Figure 2). 
Cependant, il est intéressant de noter que chez l’Homme, trois gènes codant pour des snoARN 
essentiels à la maturation des pré-ARNr (U3/SNORD3, U13/SNORD13 et U8/SNORD118) sont 











2. Les snoARN introniques 
Les snoARN introniques représentent plus de 90% des snoARN chez l’Homme. De plus, le seul 
schéma d’organisation retrouvé suit le modèle « un seul snoARN par intron », contrairement à la 
Drosophile chez qui il est fréquent de retrouver de multiples snoARN au sein d’un même intron[2]. 
Etant donné leur localisation, la transcription des snoARN introniques dépend donc de la 
transcription de leur gène hôte[4, 5]. Ces derniers sont généralement des gènes fortement exprimés 
et de façon ubiquitaire. Un quart des gènes hôtes de snoARN introniques sont d’ailleurs des gènes 
codant pour des protéines ribosomiques ou impliqués dans la traduction[2, 6]. Ces données 
Figure 2. Fréquence des différents modes d'organisation génomique chez les Eucaryotes. 
Les histogrammes roses et rouges représentent la proportion de snoARN indépendants individuels ou en 
cluster respectivement. Les histogrammes verts clair et verts foncé représentent la proportion de 
snoARN introniques individuels ou en cluster respectivement.  
Adapté de Dieci et al[2] 
15 
 
suggèrent que la cotranscription pourrait permettre de coordonner la régulation des facteurs requis 
pour la synthèse et la fonction ribosomique. Cependant, il existe des exemples de gènes hôtes ne 
codant apparemment pour aucune protéine mais contenant uniquement la séquence d’un ou 
plusieurs snoARN au sein de leurs introns et sont ainsi considérés comme n’ayant qu’une fonction de 
producteur de snoARN[7, 8]. Il a été montré que dans la majorité des cas, l’épissage du pré-ARN 
hébergeant le snoARN est requise pour la production du snoARN. De plus, la position du snoARN au 
sein de l’intron semble importante pour sa biogenèse, en particulier chez les snoARN à boîtes C/D. Ils 
sont généralement positionnés à environ 70 nucléotides en amont du site accepteur d’épissage. Ceci 
a été confirmé par des expériences sur SNORD75 montrant que la distance optimale pour sa 
synthèse efficace était comprise entre 65 et 85 nucléotides[9].  
Comme mentionné précédemment, il n’est retrouvé chez l’Homme aucun cluster de snoARN 
(plusieurs snoARN au sein d’un même intron). Cependant, il existe dans le génome humain 4 snoARN 
qui par abus de langage sont dits organisés en « cluster ». Ces derniers regroupent de multiples 
variants d’un même snoARN, chaque copie étant contenue dans un intron différent du même gène 
hôte. La forte homologie de séquence entre les différents variants de ces snoARN laisse supposer 
une origine ancestrale commune. Ces snoARN sont retrouvés dans des régions chromosomiques très 
complexes soumises à empreinte génomique parentale. Cette appellation de « cluster » utilisée pour 
décrire l’organisation génomique des SNORD113, -114, -115 et -116 étant couramment adoptée dans 
la littérature, ce terme sera également employé dans ce manuscrit pour évoquer ces snoARN. Le cas 
des snoARN soumis à empreinte génomique parentale et l’exemple particulier du cluster SNORD116 
fera l’objet d’une description détaillée dans le manuscrit. 
 
B. Structure des snoARN et biogenèse des snoRNP 
1. Structure des snoARN  à boîtes H/ACA 
Les snoARN à boîtes H/ACA, d’une taille de 120 à 200 nucléotides, présentent une structure 
commune caractéristique : deux tiges-boucles imparfaites séparées par une région charnière simple 
brin et terminée par une courte région également simple brin appelée « queue » en aval de la 
deuxième tige-boucle (Figure 3)[10]. Les snoARN à boîtes H/ACA possèdent deux boîtes conservées : 
la boîte H (pour « Hinge ») située dans la région charnière entre les 2 tiges-boucles dont la séquence 
consensus est 5’ANANNA3’ et la boîte ACA située 3 nt avant  l’extrémité de la queue terminale et dont 
la séquence consensus est 5’ACA3’ ou plus rarement 5’AUA3’  ou 5’AAA3’. La position des deux boîtes 
conservées, ainsi que la structure secondaire adoptée par l’ARN apparaissent comme nécessaires à 
l’accumulation ainsi qu’à la fonctionnalité des snoARN H/ACA[10, 11]. Les snoARN H/ACA vont 
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permettre de guider une réaction chimique de type pseudouridylation de certains nucléotides 
spécifiques de l’ARNr (Figure 7). Les structures tige-boucle présentent une boucle interne appelée 
poche de pseudouridylation. Cette poche contient une séquence anti-sens spécifique de l’ARNr cible. 
Les deux poches de pseudouridylation peuvent être toutes deux fonctionnelles. Cependant, même 
dans le cas où une seule des deux poches est fonctionnelle, la double structure tige-boucle est 
essentielle pour la stabilité du complexe snoRNP H/ACA[11]. L’ARNr s’apparie sur une séquence de 
10 à 15 nucléotides avec la séquence anti-sens du snoARN, à l’exception de l’uridine à modifier qui 
sera positionnée au centre de la poche de pseudouridylation[12]. Ce dernier est également toujours 
















2. Biogenèse des snoRNP à boîtes H/ACA 
Pour être fonctionnellement actives, les snoRNP à boîtes H/ACA sont composées d’un 
snoARN associé à 4 protéines conservées au cours de l’évolution et dites « cœur ». Chez l’Homme ces 
4 protéines sont la dyskérine, GAR1, NHP2 et NOP10 et chaque tige-boucle du snoARN lie un 
complexe coeur[14]. L’activité catalytique pseudouridine synthase est portée par la dyskérine[15, 
16]. L’assemblage des snoRNP à lieu précocement, soit dès la transcription du pré-ARN messager 
(pré-ARNm) du gène hôte, soit en même temps que les étapes d’épissage. La voie de biogenèse 
précise des snoRNP H/ACA ainsi que le rôle exact de toutes les protéines y intervenant ne sont pas 
encore totalement connues. Cependant, des facteurs d’assemblages indispensables à la formation 
des snoRNP H/ACA tels que SHQ1, NUFIP et NAF1 ont été décrits ces dernières années. 
Figure 3. Structure secondaire schématique des snoARN à boîtes H/ACA. 
La structure est composée de 2 tiges-boucles séparées par une séquence charnière contenant la boîte H 
et terminée par une courte queue terminale contenant la boîte ACA. Les boucles internes de 
mésappariement contenant la séquence guide de l’ARN cible forment une poche de pseudouridylation. Le 
nucléotide à modifier se situe à 15 nucléotides en amont de la boîte H ou ACA. L’ARN cible est représenté 
en vert. 










Le facteur d’assemblage SHQ1 semble être le premier à s’associer à la dyskérine dès sa 
traduction dans le cytoplasme afin de la stabiliser et d’empêcher toute liaison aspécifique avec 
d’autres ARN que les snoARN H/ACA avant l’assemblage complet de la snoRNP[17, 18]. De plus, 
SHQ1 étant une protéine de transport entre le cytoplasme et le noyau, celle-ci permettrait le bon 
adressage de la dyskérine aux sites de transcription des snoARN H/ACA. Le décrochage de SHQ1 
nécessite ensuite l’intervention du complexe R2TP composé des protéines RuvBL1, RuvBL2, RPAP3 et 
PIH1D1. PIH1D1, en interagissant directement avec la dyskérine, recrute le reste du complexe qui 
libère la dyskérine de son interaction avec SHQ1[19]. La dyskérine est alors libre d’interagir avec les 
snoARN H/ACA et les deux autres protéines cœur NOP10 et NHP2. RuvBL1 et 2 sont des ATPases, 
cependant il n’a pas encore pu être démontré si l’activité de relarguage du complexe R2TP était un 
mécanisme actif ou non. 
Une étude parue en 2008 montre également que la protéine chaperonne Hsp90 jouerait un 
rôle dans l’assemblage des snoRNP en interagissant avec le complexe R2TP[20]. Son inhibition 
pharmacologique entraine un défaut d’accumulation des protéines de liaison à l’ARN de la famille 
L7Ae dont font partie 15.5K (protéine cœur des snoRNP C/D) et NHP2. PIH1D1 et RPAP3 interagissent 
avec Hsp90 et sont ses co-facteurs. Cependant son rôle exact reste flou, le décrochage de SHQ1 de la 
dyskérine par le complexe R2TP semblant être indépendant de l’activité d’Hsp90[19]. Une hypothèse 
serait que l’activité chaperonne d’Hsp90 ne deviendrait nécessaire qu’en condition de stress. Un 
autre rôle possible serait la stabilisation de son co-facteur PIH1D1, facilitant la formation du 
complexe R2TP.  
Le complexe R2TP ainsi qu’Hsp90 semblent également intervenir à une autre étape de la 
biogenèse des snoRNP H/ACA. La protéine NUFIP a été décrite comme interagissant avec plusieurs 
protéines de la famille L7Ae dont NHP2 et également avec le complexe R2TP. Elle fait donc le lien 
entre R2TP et NHP2 et pourrait contribuer à augmenter l’efficacité et la spécificité de l’assemblage 
de NHP2 aux autres protéines cœur[20]. 
De plus, il a été montré que NAF1, un troisième facteur d’assemblage, était capable de lier la 
dyskérine. NAF1 possède également la propriété de pouvoir se lier au domaine carboxyterminal 
phosphorylé de l’ARN polymérase II. NAF1, la dyskérine, NOP10 et NHP2 sont de plus retrouvés 
spécifiquement accumulés au niveau des transcrits de snoARN H/ACA[21]. Ainsi, NAF1 serait 
l’intermédiaire permettant de diriger le pré-complexe cœur au niveau des snoARN nouvellement 
synthétisés grâce à son interaction entre l’ARN polymérase II et ce premier complexe protéique. En 
parallèle de l’assemblage de la pré-snoRNP, des exonucléases digèrent les extrémités 5’ et 3’, la 
séquence du snoARN mature étant protégée par les protéines cœur. 
18 
 
Finalement, la dernière étape de l’assemblage des snoRNP H/ACA a lieu lors du 
remplacement de NAF1 par la dernière protéine cœur du complexe : GAR1. Ces protéines possèdent 
toutes deux un domaine similaire de liaison à la dyskérine[22]. Il a été suggéré que le complexe SMN, 
pourrait prendre part à cet échange. Ce complexe est composé de la protéine SMN et des protéines 
Gemin 2 à 8. Son rôle le plus connu est celui de participer à la formation des snRNP mais des données 
montrent que le complexe participerait également à la biogenèse d’autres RNP, notamment les 
snoRNP. En effet, la protéine SMN interagit spécifiquement avec GAR1[23] (mais aussi avec la 
Fibrillarine faisant partie des snoRNP de type C/D[24]). De plus, le complexe SMN s’accumule au 
niveau des corps de Cajal où se termine la maturation des snoRNP. Les corps de Cajal sont des corps 
nucléaires enrichis en molécules participant, entre autres, à la biogenèse des snRNP de l’épissage, de 
la télomérase et des snoRNP. Ainsi, l’échange médié par le complexe SMN pourrait avoir lieu lors du 
transport des pré-snoRNP par la protéine de transport PHAX vers les corps de Cajal ou directement 
dans les corps de Cajal[21]. Les snoRNP matures peuvent alors être prises en charge par la protéine 
de transport CRM1 pour être adressées au nucléole[25].  
La Figure 4 présente le récapitulatif des différentes étapes et interactions protéiques 






Figure 4. Biogenèse des snoRNP à boîtes H/ACA 
Pour la simplicité du schéma, une seule tige-boucle et un complexe protéique H/ACA sont représentés. 
Le facteur d’assemblage SHQ1 stabilise la dyskérine jusqu’à sa libération dans le nucléoplasme par le 
complexe R2TP. Elle est alors prise en charge par NAF1 et s’associe avec un snoARN H/ACA et 2 autres 
protéines cœur de la snoRNP, NOP10 et NHP2. La pré-snoRNP prend sa conformation catalytiquement 
active lors du remplacement de NAF1 par la dernière protéine cœur du complexe, GAR1. 
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3. Structure des snoARN à boîtes C/D 
Les snoARN à boîtes C/D, d’une taille comprise entre environ 60 à 140 nucléotides, possèdent 
deux boîtes consensus C et D. La boîte C de séquence 5’RUGAUGA3’ (où R est une purine) est localisée 
en région 5’ de la séquence du snoARN quand la boîte D de séquence 5’CUGA3’se trouve du côté 3’. 
Les snoARN à boîtes C/D peuvent également posséder des boîtes C et D dupliquées qui sont alors 
nommées C’ et D’ (Figure 5). La séquence de ces boîtes additionnelles est souvent dégénérée mais 
elles peuvent pourtant aussi lier les protéines composant les snoRNP C/D et être fonctionnelles[26]. 
Il est à noter que les snoARN à boîtes C/D guident moins souvent la modification de 2 nucléotides 
que les snoARN à boîtes H/ACA.  
Les snoARN à boîtes C/D guident les 2’-O-méthylations du ribose de nucléotides spécifiques 
(Figure 7). L’appariement avec leur ARN cible se fait via la séquence guide, longue de 10 à 21 
nucléotides et située en amont des boîtes D ou D’. Le nucléotide à modifier est invariablement placé 
5 nucléotides avant la boîte D ou D’. Les boîtes C/D ainsi que la courte tige 5’-3’ terminale adoptent 
une structure de type kink-turn (ou K-turn). Cette structure secondaire répandue est créée par un 
« bulge » de 3 nucléotides induisant une forte torsion dans l’axe de l’hélice ARN. Le bulge de 3 















Il est à noter qu’une étude datant de 2014 propose que les snoARN à boîtes C/D soient eux-
mêmes sub-divisibles en 2 familles suivant leur maturation en une forme longue ou courte au niveau 
de leur queue terminale[27]. Les snoARN C/D à forme longue rassemblent en majorité des snoARN 
canoniques et leur maturation dépend fortement des protéines des snoRNP à boîtes C/D. Le groupe 
Figure 5. Structure secondaire schématique des snoARN à boîtes C/D 
Les boîtes C et D (et/ou C’ et D’) avec une courte queue en aval forment un motif K-turn nécessaire à la 
reconnaissance du snoARN par la protéine cœur 15.5K. Les boîtes C’ et D’ sont généralement 
dégénérées. Le nucléotide à modifier est toujours situé 5 nucléotides en amont de la boîte D ou D’. L’ARN 
substrat est représenté en vert.                                                               
Adapté de Kiss et al[170] 
  Motif K-turn 







des snoARN de forme courte dont le motif K-turn est moins stable, regrouperait plus de snoARN 
orphelins ou atypiques dont la maturation dépendrait plutôt du facteur d’épissage Fox2 également 
connu pour lier les sno-lncARN (snoRNA-related long non coding RNA) (cf : Chapitre D.2.b). 
 
4. Biogenèse des snoRNP à boîtes C/D 
Les snoRNP C/D sont, comme les snoRNP de type H/ACA,  composées d’un petit ARN associé 
à un complexe spécifique contenant 4 protéines: 15.5K, NOP58, NOP56 et la fibrillarine qui porte 
l’activité catalytique methyltransférase. Comme pour les snoRNP H/ACA, l’assemblage de la snoRNP 
C/D débute très tôt après la synthèse du petit ARN, afin de le protéger par les protéines cœur de la 
dégradation très rapide de l’intron après son débranchement. Plusieurs facteurs d’assemblage des 
snoRNP C/D comme NUFIP, le complexe R2TP, ZNHIT3 ou BCD1 sont décrits, mais comme pour les 
snoRNP H/ACA, leur rôle exact restait peu précis jusqu’à récemment. En effet, une étude combinant 
des analyses protéomiques et structurales a permis de mettre en évidence une séquence 
d’assemblage probable des différents acteurs intervenant dans la biogenèse des snoRNP C/D[28]. 
La protéine 15.5K semble initier l’assemblage des snoRNP C/D en s’associant à NUFIP et 
ZNHIT3 (1 des 6 membres de la famille des protéines à doigt de zinc HIT). Les protéines à doigt de 
zinc HIT sont connues pour s’associer avec RuvBL1 et 2 et intervenir dans l’assemblage de différents 
complexes protéiques. Celles-ci pourraient donc assurer la spécificité de l’interaction de RuvBL1 et 2 
avec leurs différentes cibles. NUFIP contrôle l’assemblage des snoRNP à boîtes C/D en les maintenant 
dans une conformation inactive tout au long des étapes de leur biogenèse jusqu’à l’assemblage final 
de toutes les protéines cœur. Le complexe protéique composé de 15.5K, NUFIP et ZNHIT3 s’associe 
ensuite à NOP58, RuvBL1 et 2 et hBcd1 (ou ZNHIT6, également de la famille des protéines à doigt de 
zinc HIT). La liaison correcte entre 15.5K et NOP58 permet alors le relarguage de ZNHIT3. En 
parallèle, la fibrillarine et un snoARN à boîtes C/D s’associent à la pré-snoRNP. Puis la liaison de 
NOP56 et d’une autre fibrillarine permet de libérer hBcd1 et NUFIP. La rotation de tout le complexe 
va alors lui permettre d’acquérir une conformation catalytiquement active. Vraisemblablement, 
PIH1D1 et RPAP3, les autres protéines du complexe R2TP, interviendraient également dans l’étape 
finale de maturation pour relarguer RuvBL1 et 2. Il a en effet été montré que l’interaction de RuvBL1 
et 2 avec hBcd1 était ATP-dépendante alors que leur interaction avec PIH1D1 était ATP-
indépendante. Le rôle du complexe R2TP au cours de la biogenèse des snoRNP C/D serait alors 





Ainsi, les auteurs de cette étude proposent un modèle répondant à trois caractéristiques 
principales : 
- NOP58 et 15.5K sont pré-assemblées au sein d’un premier complexe uniquement protéique. 
- Les protéines RuvBL1 et 2 jouent un rôle tout au long des étapes de l’assemblage mais 
principalement en l’absence des autres protéines du complexe R2TP. 
- La présence de NUFIP au sein du complexe maintient la pré-snoRNP en une conformation 
inactive. 
La séquence d’assemblage des différents acteurs de la biogenèse des snoRNP à boîtes C/D est 
résumée en Figure 6. 
 
Figure 6. Biogenèse des snoRNP à boite C/D 
NOP58 et 15.5K sont pré-assemblées au sein d’un premier complexe composé de RuvBL1/2, Bcd1, NUFIP 
et ZNHIT3. NUFIP maintient la pré-snoRNP en une conformation inactive. Puis la liaison de différentes 
protéines cœur et d’un snoARN C/D entraine le relarguage progressif des différentes protéines 
d’assemblage. Le départ de NUFIP permet une rotation du module catalytique dans sa conformation 
mature et active. 
D’après Bizarro et al[28] 
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5. Les small Cajal bodies specific ARN (scaARN) 
Hormis les snoARN à boîtes C/D et H/ACA, il existe une classe de snoARN particuliers qui 
s’accumulent au niveau des corps de Cajal au lieu d’être exportés au nucléole. Tout comme les 
snoARN du nucléole, ils possèdent des boîtes C/D ou H/ACA et  participent via un complexe RNP aux 
modifications chimiques post-transcriptionnelles des snARN du spliceosome[29]. La localisation des 
scaARN à boîtes H/ACA dans les corps de Cajal est possible grâce à une séquence conservée 
découverte en 2003 par l’équipe de Tamas Kiss (LBME, Toulouse)[30] appelée boîte CAB (pour CAjal 
Body-specific localization signal, dont la séquence est 5’ugAG3’) et localisée dans la boucle terminale 
de la tige-boucle en 5’ ou 3’. Les nucléotides A et G sont extrêmement bien conservés et sont les plus 
importants pour une localisation efficace dans les corps de Cajal. Les nucléotides u et g sont eux 
moins bien conservés mais il semblerait que ce soit plutôt la structure tertiaire formée par la boîte 
CAB et la boucle terminale qui participe à l’adressage correct aux corps de Cajal. Plus récemment, la 
même équipe a décrit le motif conservé chez les scaARN à boîtes C/D permettant leur adressage aux 
corps de Cajal[31]: c’est un motif GU répété qui forme la partie terminale de la tige boucle apicale. En 
plus de leur motif de localisation conservée, les scaARN à boîtes C/D et H/ACA sont également 
adressés aux corps de Cajal grâce à une interaction avec la protéine WDR79 (WD-repeat protein 79). 
Outre leur localisation, certains ont la particularité de porter en même temps dans leur séquence les 
2 types de boîtes conservées C/D et H/ACA et sont capable d’effectuer à la fois une 
pseudouridylation et une 2’-O-méthylation. Ces derniers ont été retrouvés associés à la fois à GAR1 
et à la fibrillarine laissant supposer que toutes les protéines cœurs des snoRNP C/D et H/ACA 
s’associent sur le même scaARN. Un des membres de la famille des scaARN possédant un domaine 
H/ACA est le composant ARN de la télomérase ou TERC (Telomerase RNA Componant). TERC 
s’associe avec la transcriptase inverse TERT (Telomerase Reverse Transcriptase) pour former une 
scaRNP atypique. La télomérase s’associe également à d’autres protéines intervenant dans les étapes 
de biogenèse, de maturation et de régulation de son activité. Une partie de la séquence de TERC est 
complémentaire aux séquences répétées télomériques et sert donc de matrice pour la synthèse des 
télomères par TERT. La télomérase ralentit le raccourcissement progressif des chromosomes à 
chaque cycle de division cellulaire et elle est souvent surexprimée dans le cancer permettant ainsi 




C. Les différentes fonctions des snoARN 
1. Fonctions biochimiques 
L’alignement de séquences entre les snoARN et les ARNr ou snARN ont permis d’établir des 
complémentarités de bases et d’attribuer aux différents snoARN un ou des nucléotides cibles. Pour 
ces nucléotides cibles, la modification peut être expérimentalement prouvée ou bien simplement 
prédite par bioinformatique. Cependant, il existe des snoARN pour lesquels aucune complémentarité 
de séquence avec les ARNr ou snARN n’a pu être trouvée. Ces snoARN sont donc qualifiés  
d’«orphelins » car sans ARN cible prédit ou connu.  
La fonction majeure des snoARN, connue depuis les années 1990, est de participer à la 
modification post-transcriptionnelle des pré-ARNr via des pseudouridylations ou des 2’-O-ribose 
méthylations (Figure 7). Plus de 200 modifications des ARNr et snARN humains sont connues et une 
cartographie complète ainsi que la liste des snoARN décrits ou prédits sont disponibles sur la banque 
de snoARN du Laboratoire de Biologie Moléculaire Eucaryote de Toulouse « snoRNABase »[32]. Les 
snoARN servent de guide pour positionner un nucléotide spécifique soumis à modification au niveau 










Les nucléotides de l’ARNr soumis à modifications sont retrouvés principalement dans des 
régions conservées importantes pour la fonction ribosomique. Des nucléotides modifiés sont 
particulièrement concentrés dans le domaine peptidyl-transférase de la grande sous-unité du 
ribosome ou encore dans le centre de décodage de la petite sous-unité. Des expériences, menées 
Figure 7. Méthylation du 2’-O-ribose et pseudouridylation 
La fibrillarine catalyse la méthylation du 2’-O-ribose du nucléotide substrat en transférant le groupement 
méthyl d’une S-Adenosyl methionine (AdoMet) sur le ribose. L’AdoMet est alors convertie en S-adenosyl 
homocystéine (AdoHcy). 
La dyskérine catalyse l’isomérisation de l’uridine en pseudouridine en induisant une rotation à 120°C de la 
base uracile.  
D’après Reichow et al[171]. 
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chez la levure, ont montré que généralement la perte d’une modification isolée n’avait pas d’impact 
sur les fonctions cellulaires et sur les processus de traduction. En revanche, l’inhibition de plusieurs 
modifications à la fois du centre de décodage de la petite sous-unité ribosomique pouvait entrainer 
une diminution de la croissance cellulaire et de l’efficacité de la traduction[33, 34]. Toujours chez la 
levure, la mutation du domaine catalytique de Cbf5 (homologue de la dyskérine humaine) abolissant 
la pseudouridylation globale des ARNr, entraine un sévère défaut de croissance des cellules bien que 
la mutation reste viable[16]. Ces études ont permis de conclure qu’un défaut de modification isolé 
avait peu d’impact mais que les nucléotides modifiés agissaient plutôt en synergie. Ainsi, les 
modifications de nucléotides spécifiques de l’ARNr pourraient être nécessaires à leur conformation 
et leur stabilité (la pseudouridine pouvant établir un pont hydrogène supplémentaire par rapport à 
l’uridine) menant in fine à une activité optimale du ribosome[35, 36]. 
En outre, des déplétions spécifiques de snoARN ont également permis de mettre en évidence 
le rôle de certains dans le clivage des pré-ARNr. L’exemple le plus documenté est celui de U3 : sa 
déplétion chez le xénope par interférence ARN (siARN) montre qu’il est indispensable pour de 
nombreuses étapes de clivage des pré-ARNr et est nécessaire à la maturation de l’ARNr 18S[37]. U3 
est composé de différents domaines fonctionnels comme par exemple les boîtes conservées A et A’ 
capables de s’apparier par complémentarité de bases avec l’ARNr 18S[38]. Les snoARN impliqués 
dans le clivage des pré-ARNr serviraient alors de chaperonnes afin d’assurer la conformation 
adéquate de l’ARN substrat pour sa maturation correcte.  
Les snoARN ont été considérés depuis des années comme de simples ARN de « ménage », 
abondants et ubiquitairement exprimés dont la seule fonction était la maturation des ARNr et des 
snARN. Cependant, cette vision a commencé à s’effriter suite à la découverte de multiples snoARN 
orphelins, de snoARN s’exprimant de manière tissu-spécifique et de profils d’expression 
pathologiques. 
 
2. Fonction oncogénique 
 Une étude datant de 2012[39] a rapporté un rôle inattendu de SNORA42 dans le cancer du 
poumon non à petites cellules (NSCLC), pourtant prédit pour modifier 2 nucléotides sur l’ARNr 18S. 
Ces travaux montrent que l’inhibition de SNORA42 par siARN diminue la croissance cellulaire et les 
propriétés oncogéniques de lignées de NSCLC. En l’absence de SNORA42, ces cellules sont également 
moins aptes à former des tumeurs dans un modèle de souris athymiques (nude). A l’inverse, sa 
surexpression augmente les capacités de prolifération et de formation de colonies in vitro. Les 
expériences menées dans cette étude montrent également que l’expression de SNORA42 est 
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inversement corrélée à celle de TP53, le suppresseur de tumeur le plus fréquemment réprimé dans 
tous les types de cancers. Ainsi, la propriété oncogénique de SNORA42 passerait notamment par 
l’inhibition de l’apoptose dépendante de p53 mais le mécanisme exact de cette inhibition reste 
encore à préciser. Sachant que SNORA42 avait déjà été retrouvé surexprimé dans le cancer du 
poumon[40], les auteurs se sont intéressés à la corrélation entre son niveau d’expression et les 
données cliniques de survie de patients NSCLC. Ils montrent que les patients exprimant fortement 
SNORA42 ont un temps de survie plus court que ceux l’exprimant plus faiblement. 
SCARNA22 a lui été impliqué dans le phénotype tumoral des myélomes multiples (MM) 
présentant la translocation récurrente t(4;14)[41]. Cette translocation entraine la surexpression de 
l’histone méthyltransférase WHSC1 (Wolf-Hirschhorn syndrome candidate 1). Cette protéine a 
également été retrouvée surexprimée (mais sans association avec une translocation) dans diverses 
tumeurs solides et serait impliquée dans la transformation tumorale. Cependant, aucune expérience 
menée dans le cas du MM n’a pu montrer un rôle oncogénique de WHSC1 dans cette pathologie. 
Ceci a amené les auteurs à s’intéresser au snoARN orphelin SCARNA22, codé dans un des introns de 
WHSC1 et situé à proximité du point de cassure. Sa surexpression semble augmenter la prolifération 
et la résistance à la chimiothérapie de cellules de MM en les protégeant du stress oxydatif. Par une 
expérience de RNA biotin-pulldown (permettant d’immuno-précipiter les protéines liées à un ARN), 
suivie de spectrométrie de masse pour identifier les protéines liées à SCARNA22, les auteurs 
montrent que ce snoARN formerait une RNP non canonique avec diverses protéines nucléaires. 
Cependant, il est important de souligner que lors de cette expérience, les auteurs n’ont pas utilisé 
comme contrôle de snoARN canonique pour déterminer quelles étaient les éventuelles interactions 
non spécifiques. De plus, les auteurs ne retrouvent aucunes protéines cœur des snoRNP H/ACA 
associées à SCARNA22, alors même que ce snoARN a été découvert après immunoprécipitation de 
GAR1[42].   
Notre équipe a pour sa part publié un article apportant de nouvelles données sur les 
propriétés oncogéniques de certains snoARN dans les cancers hématologiques : 
Cette étude visait à rechercher s’il était possible de corréler le profil d’expression des snoARN 
avec des anomalies chromosomiques récurrentes dans le contexte des leucémies aigües[43]. Ce 
travail a tout d’abord mis en évidence par des analyses transcriptomiques une sous-expression 
globale des snoARN dans les leucémies par rapport aux contrôles sains. De plus l’expression des 
snoARN orphelins soumis à empreinte génomique parentale SNORD112 à 114 (normalement 
restreinte au cerveau) était spécifique des leucémies aigües promyélocytaires (LAP). Les LAP sont 
caractérisées par une translocation chromosomique impliquant le gène du récepteur à l’acide 
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rétinoïque (RARα) généralement fusionné avec le gène codant la protéine PML (Promyelocytic 
Leukemia). L’activité oncogénique de PML-RARα passe principalement par son rôle de dominant 
négatif bloquant la transcription de gènes cibles de RARα impliqués dans la différenciation myéloïde. 
Il en résulte une accumulation de cellules leucémiques bloquées au stade promyélocytaire. Les LAP 
sont traitées par des doses pharmacologiques de son ligand naturel, all trans-retinoic acid ou ATRA, 
qui inverse l’affinité de RARα pour ses co-répresseurs vers ses co-activateurs permettant ainsi la ré-
expression des gènes de la différenciation myéloïde. Suite au traitement in vitro de cellules primaires 
de patients par de l’ATRA, l’expression anormale des clusters SNORD112 à 114 est perdue. A 
l’inverse, son expression est induite après transfection de PML-RARα  dans une lignée ne l’exprimant 
pas. En outre, la surexpression du variant SNORD114-1 active la croissance cellulaire, 
vraisemblablement en modulant le cycle cellulaire via l’inhibition du suppresseur de tumeur Rb 
(Retinoblastoma protein) impliqué dans la transition G0/G1-S. Le mécanisme permettant de relier le 
cluster SNORD114, l’oncogène PML-RARα et la modulation du cycle cellulaire par la voie Rb reste à 
découvrir. L’observation de l’expression ectopique des snoARN SNORD112 à 114 a par la suite été 
confirmée dans 2 communications dont une compilant les données de microarray de 883 cas de 
LAP[44, 45]. 
 
3. Fonction de suppresseur de tumeur 
Les premiers indices suggérant une implication des snoARN dans le cancer ont émergés suite 
à la découverte que le gène hôte de SNORD50, ne codant pas de protéine, était localisé au niveau du 
point de cassure de la translocation t(3;6)(q27;q15) retrouvée dans de nombreux cancers[46]. Par la 
suite, SNORD50 a été le seul gène du locus 6q14-q15 retrouvé muté et sous-exprimé dans des 
cancers de la prostate[47]. De plus, sa mutation homozygote était significativement associée aux 
cancers de la prostate de grade élevé. D’autre part, la transfection de SNORD50 dans des lignées 
prostatiques diminue leur capacité à former des colonies. L’implication de SNORD50 comme 
suppresseur de tumeur a été étendue par la suite au cancer du sein[48], par une étude de la même 
équipe montrant des résultats identiques à ceux du cancer de la prostate. 
 
4. Fonction de producteur de microARN 
Dans le but d’étudier les capacités à lier les petits ARN des protéines Argonaute (Ago) du 
complexe RISC (RNA-Induced Silencing Complex), impliqué dans l’interférence ARN, Ender et al. ont 
immuno-précipité Ago-1 et 2 et caractérisé les ARN associés par séquençage à haut débit[49]. 
Etonnamment, parmi les microARN (miR), les auteurs ont également retrouvé de petits ARN dérivés 
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de séquences de snoARN. SCARNA15 semble être le plus fortement maturé en un petit ARN de 20 à 
22 nucléotides. Une immuno-précipitation de GAR1 et des expériences de Northern Blot confirment 
que SCARNA15 est bien un snoARN fonctionnel et qu’en même temps, une petite fraction du snoARN 
est maturé en microARN. La production du microARN dérivé de SCARNA15 est dépendante de 
l’endoribonucléase Dicer mais pas de Drosha. Sa cible serait CDC2L6, une protéine du complexe 
médiateur de la transcription. L’analyse préliminaire de librairies de petits ARN générées à partir 
d’Ago-1 à 4 suggère que SCARNA15 ne serait pas le seul snoARN à être maturé en de plus petits ARN 
fonctionnels. Ils retrouvent notamment des petits ARN dérivés des séquences de SCARNA16, 
SNORA50, SNORA36B, SCARNA8, SCARNA3, SNORA56 et SNORA3. Depuis cette étude, plus d’une 
dizaine de microARN dérivés de snoARN ont été révélés par séquençage à haut débit [50]. Leur 
activité microARN a été testée expérimentalement et montre que les fragments dérivés de 11 
snoARN à boîtes C/D sont incorporés dans le complexe RISC et inhibent efficacement l’expression 
d’un gène rapporteur. De plus, des microARN précédemment recensés dans la banque de données 
miRbase[51, 52] sont en fait codés dans des séquences de snoARN connus[53]. 
Notre équipe a publié un deuxième article, dont je suis cosignataire, qui visait à établir des 
corrélations entre la dérégulation de snoARN spécifiques et les caractéristiques cliniques de patients 
atteints de lymphomes T périphériques[54] (cf : Annexe). Les lymphomes T périphériques sont des 
lymphomes de très mauvais pronostic pour lesquels un grand nombre de sous-types existent. 
L’utilisation de biomarqueurs permettant de classifier les patients selon leur sous-type est cruciale 
car ils sont associés à des pronostics variables et permettent la mise en place de thérapeutiques 
adaptées. L’étude du transcriptome nous a d’abord permis d’établir une signature de snoARN 
capable de différencier les lymphomes anaplasiques à grandes cellules des autres types de 
lymphomes T périphériques. Par la suite, nous avons montré que le niveau d’expression de SNORD71 
avait une valeur pronostique dans les sous-types de lymphomes T angioimmunoblastiques et les 
lymphomes T périphériques sans spécifications. Les patients surexprimant SNORD71 présentent un 
meilleur pronostic de survie comparé aux patients qui le sous-expriment. Ce snoARN à boîtes C/D est 
prédit pour guider la méthylation d’un nucléotide de l’ARNr 5.8S. Mais la séquence de ce snoARN est 
également identique à celle du précurseur de miR-768. Nous avons pu montrer que le brin 3p de 
SNORD71/miR-768 était incorporé dans le complexe RISC et que sa surexpression ralentissait la 
croissance des cellules de lymphome T en dérégulant la phase S du cycle cellulaire. Ces résultats 
obtenus in vitro corroborent l’observation que la surexpression de SNORD71 (et par conséquent de 
miR-768) est de meilleur pronostic pour les patients. A l’époque de la soumission de l’article, aucune 
cible de miR-768 n’avait encore été mise en évidence. Une étude très récente[55]a permis d’éclaircir 
un peu plus le mécanisme d’action de SNORD71 et de renforcer nos résultats, en montrant qu’une 
28 
 
des cibles de miR-768 était le facteur d’initiation de la traduction eIF4E, dont l’inhibition diminue la 
synthèse protéique.  
 
5. Fonction de producteur de petits ARN dérivés des snoARN 
Certains snoARN ont également été rapportés pour produire d’autres classes de petits ARN 
non codants. Notamment les SNORD113-1 et SNORD114-1, -3, -22 et -23 ont été identifiés comme  
producteurs de piwiARN (piARN)[56]. Les piARN sont de petits ARN non codants associés aux 
protéines Piwi, une sous-classe de protéines de la famille Argonaute, spécifiques de la lignée 
germinale. Leur activité d’ARN interférant protège la lignée germinale de l’activité transposon. 
Les snoARN à boîtes C/D semblent en particulier être soumis à une maturation menant à la formation 
d’ARN d’une taille inférieure à 35 nucléotides nommés sdARN (sno-derived ARN)[57]. Cette 
maturation s’effectuerait selon un modèle généralement conservé parmi les différents types 
cellulaires. Les profils de séquences de sdARN retrouvés semblent être spécifiques et ne pas 
simplement correspondre à des produits de dégradation de l’ARN. 
Il a également été montré par séquençage à haut débit de l’ARN de différents compartiments 
subcellulaires, que le nucléole était particulièrement enrichit en sdARN provenant de SNORD44. Les 
auteurs identifient également une forme de SNORD44 plus longue (120 nucléotides contre 63 
nucléotides normalement). La production de ces ARN est indépendante de Dicer et Drosha mais 
nécessite les protéines des snoRNP C/D[58]. 
Enfin, Kishore et al. montrent en 2010 que les variants du SNORD115 seraient maturés en 
sdARN[59]. Cette étude a cependant été contestée par l’équipe de Jérome Cavaillé (LBME, Toulouse) 
démontrant que les snoARN SNORD116 et SNORD115 du cluster 15q11-q13 sont bien des snoARN 
canoniques associés aux protéines de snoRNP à boîtes C/D et ne sont pas massivement maturés en 
espèces plus petites[60]. 
 
6. Fonctions métaboliques 
D’autres snoARN ont été impliqués dans des processus métaboliques variés. 
Dans le but d’identifier les gènes nécessaires à la réponse lipotoxique provoquant un stress 
oxydatif, un stress du réticulum endoplasmique et menant à l’apoptose, l’équipe de Jean E. Schaffer  
(Université Washington, Saint Louis, Missouri) a utilisé une technique de gene trap mutagenesis dans 
des cellules CHO (Chinese Hamster Ovary)[61]. Le principe de cette méthode consiste à transduire un 
vecteur retroviral contenant une cassette composée d’un gène rapporteur et d’un gène de résistance 
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mais sans promoteur. Ainsi, la cassette ne sera exprimée que si elle est insérée en aval du promoteur 
d’un gène. Cette stratégie permet à la fois, d’interrompre la séquence codante du gène, l’expression 
du gène rapporteur et d’identifier le gène piégé. Cette technique a permis aux auteurs de 
sélectionner une lignée mutante résistante à l’apoptose induite par une concentration lipotoxique de 
palmitate. Leurs expériences montrent que cette lignée mutante est en fait résistante au stress 
oxydatif et que le gène muté est RPL13A (une des protéines de la grande sous-unité ribosomique). 
Mais en conditions lipotoxiques, seule l’expression de 3 snoARN (SNORD32A, 33 et 35A) codés par 
ses introns et non le taux de son ARNm augmente dans la lignée WT. La déplétion des snoARN 
reproduit le phénotype résistant au stress oxydatif de la lignée mutante, de plus ces snoARN sont 
retrouvés localisés dans le cytosol en conditions lipotoxiques. Ces 3 snoARN étaient jusqu’alors 
considérés comme des snoARN C/D canoniques mais les auteurs ne retrouvent pas de différence de 
méthylation de leurs cibles entre les lignées WT et mutées. Ceci les laisse supposer que le rôle de ces 
snoARN dans la régulation du stress métabolique ne passerait pas par leur activité de méthylation de 
l’ARNr et qu’ils seraient impliqués dans une nouvelle voie fonctionnelle non canonique nécessitant 
leur transit du nucléole au cytosol.  
Il est important de noter que jusqu’à la parution de cet article, un seul snoARN avait été 
retrouvé localisé dans le cytosol. En effet, une étude montre que SNORD118 transite par le cytosol au 
cours de sa biogenèse sous-forme de pré-snoRNP grâce aux protéines d’import et d’export 
Snurportin1 et PHAX[62]. SNORD118, 32A, 33 et 35A sont donc les seuls snoARN à avoir été observés 
à une autre localisation cellulaire que celle du noyau.   
Une deuxième étude publiée en 2013 par la même équipe rapporte le rôle de SNORD60 dans 
la régulation du trafic intracellulaire du cholestérol[63]. Grâce à la même technique de mutagenèse 
par insertion dans le modèle cellulaire CHO, les auteurs ont sélectionné une lignée déficiente pour le 
transport rétrograde du cholestérol (de la membrane plasmique vers le réticulum endoplasmique) et 
caractérisée par une haplo-insuffisance de SNORD60. L’altération du trafic du cholestérol est 
complémentée après réexpression de SNORD60. Ce snoARN forme pourtant une snoRNP canonique 
et comme dans le cas de SNORD32A, 33 et 35A, il n’y a pas de différence de méthylation de l’ARNr 
ciblé par SNORD60 entre la lignée mutante et WT, suggérant un mécanisme d’action indépendant de 
sa fonction canonique. 
Enfin, une troisième étude s’intéressant aux maladies à prion a identifié U3 comme un 
marqueur diagnostique et pronostique d’intérêt, mesurable dans le sang et dont l’augmentation de 
l’expression est corrélée à la progression de la maladie[64]. Les auteurs confirment leurs résultats 
dans un modèle murin de maladie de Creutzfeld-Jacob héréditaire, en constatant l’élévation du taux 
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de U3 en fonction de l’âge et de la progression de la maladie. Au vu des précédentes études 
montrant un rôle des snoARN dans la régulation du stress oxydatif et du réticulum endoplasmique, ils 
émettent l’hypothèse que U3 pourrait intervenir dans la réponse aux protéines mal conformées. Cet 
article ne donne pas plus d’informations sur la fonction potentielle de U3 et il n’est à l’heure actuelle 
pas démontré qu’il joue véritablement un rôle actif dans l’émergence ou la progression de la 
maladie. Cela  étant, la découverte de U3 comme marqueur de maladies à prion est déjà une 
avancée conséquente étant donné qu’il n’existe pour l’instant aucune autre méthode diagnostique 
que les analyses post-mortem.   
 
7. Fonction dans l’épissage alternatif/l’édition de l’ARN 
La découverte la plus importante concernant une nouvelle fonction associée aux snoARN a 
probablement été celle du cluster de snoARN orphelins SNORD115. Celui-ci se situe dans un locus 
soumis à empreinte parentale sur le chromosome 15 et regroupe 47 variants de séquence 
homologue codés dans les introns de son gène hôte. Seul l’allèle paternel du locus est exprimé et 
l’expression de SNORD115 est elle-même restreinte au système nerveux central. La séquence des 
variants de SNORD115 ne présente aucune complémentarité de bases avec un ARNr ou un snARN. En 
revanche, ils présentent une séquence de 18 nucléotides, complémentaire à l’ARNm du récepteur à 
la sérotonine 2C (5-HT2CR)[65]. Le nucléotide situé 5 bases en amont de la boîte D et qui devrait être 
celui ciblé pour la méthylation du ribose correspond à une adénosine justement soumise à édition. 
De plus, ce nucléotide est très proche d’un site donneur d’épissage de l’exon Vb contenu dans l’une 
des isoformes du récepteur. Une étude menée chez le rat montre qu’il existe une corrélation entre 
l’expression de SNORD115 et de l’isoforme contenant l’exon Vb du 5-HT2CR[66]. De plus, des 
mutations de la séquence anti-sens du snoARN montrent que l’exon Vb porte des éléments de 
silencing et que la liaison entre le snoARN et l’exon Vb est essentielle pour réguler l’épissage 
alternatif de 5-HT2CR. Les auteurs retrouvent une diminution importante de la proportion de 5-HT2CR 
contenant l’exon Vb dans le cerveau de patients atteints du syndrome de Prader-Willi (PWS) qui 
présentent une délétion du locus 15q11-q13 (cf : chapitre D.2.c). L’édition de certains nucléotides 
contenus dans la séquence du silencer de l’exon Vb est un autre mécanisme participant à l’inhibition 
de son activité et permettant l’intégration de l’exon dans l’ARNm, mais SNORD115 ne semble pas 
affecter ce phénomène. Ainsi, SNORD115 régulerait l’épissage alternatif du pré-ARNm du récepteur à 
la sérotonine 5-HT2CR en bloquant une séquence silencer dans l’exon Vb par complémentarité de 
base, ce qui favorise son incorporation dans l’ARNm et produit l’isoforme la plus active du récepteur. 
Sa délétion dans le PWS pourrait donc contribuer en partie au phénotype de la maladie. Une autre 
étude analysant l’expression du 5-HT2CR dans un modèle murin délété au niveau du centre 
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d’empreinte et induisant une perte de l’expression des gènes du locus montre au contraire, qu’il n’y 
a pas de différence d’épissage entre les formes contenant l’intron Vb ou non. Par contre ils notent 
une différence d’édition du pré-ARNm de 5-HT2CR associée à une altération de certains aspects 
comportementaux des souris[67]. Il a également été montré que l’enzyme ADAR2 mais pas ADAR1 
était capable d’éditer des ARN au niveau du nucléole. Etonnamment, bien que SNORD115 forme une 
particule snoRNP de type C/D canonique capable de méthyler un nucléotide cible, il est capable 
d’inhiber in vitro l’édition du 5-HT2CR médiée par ADAR2[68].  
SNORD88C (ou HBII-180C) serait également impliqué dans la régulation de l’épissage alternatif 
du FGFR3 (Fibroblast Growth Factor Receptor 3). Grâce à une séquence parfaitement 
complémentaire au sein de l’intron 17 du FGFR3, SNORD88C diminuerait l’accumulation d’une 
isoforme sécrétée capable d’inhiber la prolifération. Le niveau d’expression de SNORD88C est 
justement retrouvé inversement corrélé à celui de l’isoforme sécrétée du FGFR3 dans les lignées 
WI38 (cellules fibroblastiques) et HeLa (cancer du col de l’utérus)[57]. 
 
D. Les snoARN orphelins soumis à l’empreinte génomique parentale 
Comme vu dans le chapitre précédent, certains snoARN présentent une organisation génomique 
inhabituelle et sont soumis à l’empreinte génomique parentale (pour plus de clarté, le simple terme 
d’empreinte parentale  sera employé dans la suite du texte).  
 
1. L’empreinte parentale 
L’empreinte parentale est un mécanisme épigénétique qui permet l’expression mono-
allélique d’un gène en fonction de l’origine parentale du chromosome qui le porte. On connaît 
aujourd’hui une centaine de gènes soumis à empreinte parentale. Ils sont généralement regroupés 
en clusters formant des domaines pouvant mesurer de plusieurs centaines de kilobases à plusieurs 
megabases. L’empreinte est mise en place grâce une région de contrôle de l’empreinte (IC ; 
Imprinting Center) riche en dinucléotides CpG et méthylée différentiellement sur l’allèle paternel et 
maternel selon l’allèle à mettre en silence. La maintenance de l’expression différentielle selon 
l’origine parentale de l’allèle par la méthylation de l’ADN est une information transmissible aux 
cellules filles après division cellulaire. Deux mécanismes de répression des gènes sont décrits.  
Premièrement, la formation d’un insulateur ou élément frontière, pour lequel l’exemple le 
plus décrit est celui du cluster H19/IGF2. H19 (un ARN non codant) et IGF2 (Insulin-like Growth Factor 
2) partagent un élément enhancer nécessaire à leur transcription. Le répresseur transcriptionnel 
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CTCF peut lier des motifs particuliers de l’IC maternel non méthylé. En se dimérisant, il créé une 
boucle de chromatine isolant le gène IGF2 de l’allèle maternel de son enhancer. En revanche, ceci 
rapproche l’enhancer du promoteur de H19 qui peut alors être transcrit. A l’inverse, l’allèle paternel 
étant méthylé, CTCF ne peut pas se fixer à l’IC et l’enhancer peut alors activer la transcription d’IGF2 










Le deuxième mécanisme implique les longs ARN non codant (lncARN pour long non coding 
ARN). Tous les clusters soumis à empreinte parentale codent au moins un lncARN, mais celui-ci n’est 
pas nécessairement impliqué dans la mise en place de l’empreinte. Les lncARN peuvent agir en cis ou 
en trans et peuvent inhiber des gènes à proximité immédiate ou bien plus distaux. Différents modes 
d’action existent et sont schématisés en Figure 9. La transcription d’un lncARN en sens inverse de la 
phase ouverte de lecture du gène à inhiber peut empêcher l’activation de sa transcription. A 
l’inverse, certains lncARN exercent leur fonction via le recrutement de différents facteurs de 
modification de la chromatine qui vont participer à la mise en silence de l’allèle soumis à l’empreinte. 
Figure 8. Répression mono-allélique de l’expression d’un gène par un élément frontière 
Sur l’allèle maternel : le répresseur transcriptionnel CTCF lie la région non méthylée de l’IC flanquant le gène 
IGF2. Sa dimérisation forme une boucle de chromatine isolant IGF2 de son enhancer. Seul H19 est transcrit. 
Sur l’allèle paternel : CTCT ne peut pas lier l’IC méthylé et l’enhancer active la transcription d’IGF2. En 
revanche, l’enhancer est alors trop éloigné d’H19 pour qu’il soit exprimé. Pat/Mat : allèle paternel/maternel. 






L’apparition de l’empreinte parentale au cours de l’évolution suit vraisemblablement celle de 
la placentation. La raison de la nécessité d’une régulation de l’expression de certains gènes par 
l’empreinte est encore aujourd’hui obscure. Il est intéressant de noter que le phénomène 
d’empreinte est un processus dynamique, modulable suivant le stade de développement de 
l’organisme, le contexte tissulaire ou environnemental. Par exemple, DLK1 (pour Delta-Like 
homologue 1, du locus 14q32) est très important au cours de l’embryogenèse et bien que largement 
exprimé, nécessite que l’empreinte parentale régule son dosage pour assurer le développement 
normal de l’embryon. Après la naissance, DLK1 n’est plus exprimé dans la majorité des tissus. En 
revanche, il le reste dans les cellules souches neurales et les astrocytes de la niche où s’opère la 
neurogenèse et requiert d’être exprimé à la fois par l’allèle paternel et maternel. Dans ces cellules, 
l’empreinte parentale est donc supprimée au stade post-natal[69].  
Un déséquilibre de l’expression de ces gènes, quand il n’est pas létal, entraine des 
pathologies dont les symptômes révèlent leur large spectre fonctionnel. Ils jouent en effet un rôle 
fondamental au cours de l’embryogenèse, de la placentation et du développement de certaines 
lignées, mais également après la naissance, en régulant la fonction neuronale, le comportement, ou 
encore le métabolisme. Ces pathologies peuvent être générées suite à une mutation  du gène 
entrainant une perte de fonction ou suite à une mutation ou épimutation (altération de la 
méthylation de l’ADN ou de la structure de la chromatine) de l’IC qui peut entrainer une perte de 
l’empreinte (LOI pour Loss Of Imprinting) et donc altérer l’expression de(s) gène(s). Elles peuvent 
également être causées par une disomie uniparentale (DUP) complète ou partielle.  La DUP résulte 
de la transmission de 2 copies d’un chromosome entier ou d’une partie d’un chromosome, 
provenant du même parent. Selon l’origine parentale de la disomie, il peut s’ensuivre soit une perte 
Figure 9. Modèles de régulation de l’empreinte parentale par les lncARN 
A. La transcription du lncARN à travers la séquence enhancer déplace ou empêche la liaison d’un complexe 
activateur sur le chromosome paternel. B. Le lncARN permet le recrutement de facteurs inhibiteurs 
nécessaires à la répression de l’expression du ou des gène(s) cible(s).  
Pat/Mat : allèle paternel/maternel. Rectangles bleu ou rose : gènes exprimés à partir de l’allèle paternel 
ou maternel. Rectangles blancs : gènes non transcrits. Rectangles noirs : gènes non soumis à empreinte. 
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totale de l’expression du gène soit une surexpression. De nombreux syndromes dus à un défaut 
d’empreinte parentale sont aujourd’hui décrits, certains sont présentés dans le Tableau 1 
Tableau 1. Quelques syndromes humains liés à des défauts d’empreinte parentale 
ECG : Electroencéphalogramme.  
MatDUP : DUP maternelle du chromosome 15.  
PatDUP : DUP paternelle du chromosome 15.  
OMIM : Online Mendelian Inheritance in Man (Catalogue en ligne des gènes et désordres génétiques 
humains). 
Adapté de Peters et al[173] 
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Au vu de leurs nombreuses fonctions, les anomalies de dosage de l’expression des gènes 
soumis à empreinte parentale sont logiquement liées à des risques accrus de cancer. Des expériences 
menées sur des souris chimères dérivées de cellules souches où l’empreinte a été supprimée, 
développent rapidement des tumeurs de diverses origines tissulaires. Ainsi, la LOI globale dans le 
génome prédispose à la tumorigenèse[70]. Dans le syndrome de Beckwith–Wiedemann (Tableau 1), 
5 à 10% des patients développent un cancer avant l’âge de 8 ans, principalement des tumeurs 
embryonnaires comme les tumeurs de Wilms (néphroblastome) et des rhabdomyosarcomes[71]. De 
plus, la perte de l’expression ou à l’inverse la LOI générant la surexpression d’un gène imprimé est 
fréquemment retrouvée dans les cancers, en l’absence de toute pathologie liée à un défaut de 
l’empreinte hérité. La LOI est généralement un évènement précoce au cours de la transformation 
tumorale. Les épimutations somatiques entrainant une LOI d’IGF2 sont courantes dans les cancers 
colorectaux, ovariens et les leucémies myéloïdes chroniques[72]. Son expression bi-allélique dans les 
cellules des cryptes du colon entraine un développement anormal des cryptes et une 
dédifférenciation cellulaire via sa fonction de facteur de croissance, des évènements pré-cancéreux 
décrits dans le cancer du côlon[73]. Au niveau du locus 14q32, les DUP maternelles (perte de 
l’expression paternelle de DLK1 et RTL1) ou paternelles (surexpression de RTL1) ne semblent pas 
associées avec un risque accru de cancer. Cependant une augmentation de l’expression de DLK1 (de 
la famille des Epidermal Growth Factor-like) a été constatée dans les cancers du poumon à petites 
cellules, les tumeurs neuroendocrines, les gioblastomes et les lymphomes. La surexpression du gène 
RTL1 (dérivé d’un rétrotransposon) est, elle, retrouvée dans 30% des hépatocarcinomes humains  et 
stimule l’hépatocarcinogenèse chez la souris[74]. 
Ainsi, l’empreinte parentale et ses dérégulations sont impliquées dans de nombreuses 
pathologies dont notamment les cancers. La compréhension des mécanismes pathologiques 
conduisant aux LOI et le rôle exact des différents gènes soumis à l’empreinte est d’une importance 
capitale pour mieux appréhender le développement tumoral et mettre en place de nouvelles 
stratégies thérapeutiques. A l’heure actuelle, seuls 2 loci soumis à empreinte parentale sont connus 
pour contenir des snoARN à boîtes C/D, présentant une organisation génomique originale et qui ont 
été retrouvés dérégulés dans différents cancers hématopoïétiques[43, 54, 75]. Ces 2 loci, conservés 
chez la souris, sont le 14q32 qui contient les clusters SNORD113 et 114 ainsi que SNORD112 et le 
15q11-q13, contenant les clusters SNORD115 et 116  ainsi que les snoARN SNORD107, 64, 108, 109A 




2. L’exemple du SNORD116 
a. Organisation génomique du locus Prader-Willi 
Le domaine 15q11-q13 aussi appelé locus du Syndrome de Prader-Willi (PWS) est une région 
chromosomique complexe mesurant plusieurs mégabases, soumise à empreinte parentale (Figure 
10). Quasiment tous les gènes du locus sont exprimés à partir de l’allèle paternel, à l’exception de 
l’ubiquitine ligase UBE3A et de l’ATPase de transport de phospholipides ATP10A, exprimées de façon 
bi-allélique dans tous les tissus, à l’exception du cerveau où elles sont exprimées à partir de l’allèle 
maternel. Le gène MKRN3 code une protéine à doigt de zinc qui semble jouer un rôle dans le 
contrôle de l’apparition de la puberté. Les gènes MAGEL2 et NDN (Necdine) de la famille des 
protéines MAGE (Melanoma Antigen), sont exprimés uniquement dans le cerveau. NPAP1 (Nuclear 
Pore Associated Protein) a été retrouvé exprimé de façon bi-allélique dans les testicules et mono-
allélique dans le cerveau fœtal. Sa séquence terminale répétée code 4 piwiARN. Les protéines SNURF 
et SNRPN sont produites à partir d’un transcrit bicistronique. SNURF (SNRPN Upstream Region 
Frame) est une protéine nucléaire de fonction inconnue. SNRPN  (Small Nuclear Ribonucleoprotein-
Associated Protein N) code pour un polypeptide faisant partie d’une snRNP impliquée dans la 
maturation des ARNm. Le locus PWS code également de nombreux snoARN à boîtes C/D (SNORD107, 
64, 108, 109A et B) dont 2 clusters, SNORD116 et 115, regroupant respectivement 29 et 47 copies de 
séquence hautement homologues[65]. La séquence des copies de SNORD116 est moins bien 
conservée que celles de SNORD115. En effet, on retrouve une divergence des séquences d’environ 
20% pour les variants de SNORD116 contre 3% pour SNORD115. Chaque copie est contenue dans un 
intron du gène hôte dont les exons produisent un long ARN non codant. Les 2 gènes hôtes de 
SNORD116 et 115 sont composés d’unités répétées, comprenant un exon et un intron codant une 
copie du snoARN[76]. Les SNORD116 et 115 n’ont pas  de séquence permettant de cibler les ARNr ou 
les snARN. Néanmoins, ils s’associent aux protéines cœur des snoRNP de type C/D canoniques grâce 
à la présence de leurs boîtes conservées C/D. Le SNORD115 joue vraisemblablement un rôle dans la 
régulation de l’épissage du 5-HT2CR comme vu précédemment[65, 66]. La fonction du SNORD116 est, 
elle, inconnue. Il existe cependant un modèle murin délété uniquement pour SNORD116 dans lequel 
















b. Régulation de la transcription du locus Prader-Willi 
Les travaux récents de l’équipe de Timofey Rozhdestvensky (Université de Munster) ont 
permis de faire la lumière sur la régulation de l’expression de certains transcrits du locus[78]. A 
l’origine, il avait été décrit que le locus produisait un seul transcrit long de plusieurs kilobases, 
débutant au niveau des exons alternatifs U et se terminant après la séquence anti-sens d’UBE3A 
(UBE3A-AS) (Figure 10)[79]. Par des expériences de RT-PCR quantitative, les auteurs montrent que 
SNORD64, SNORD107, SNORD108 et SNORD116 ont des profils d’expression similaires dans les tissus 
testés indiquant potentiellement une co-régulation de la transcription ou de l’épissage de ces 
snoARN à partir d’un transcrit unique.  SNORD116 est généralement exprimé à un niveau comparable 
à celui du snARN U6 ce qui représente un niveau d’expression moyen à élevé selon les tissus. 
L’analyse de données provenant de CAGE-sequencing (Cap Analysis Gene Expression) (permettant de 
localiser des sites d’initiation de la transcription), révèle une probable région d’initiation de la 
transcription indépendante entre SNORD116 et SNORD115 ainsi qu’un autre site d’initiation de la 
transcription entre SNORD115 et UBE3A-AS, confirmant les résultats de qPCR montrant que le profil 
d’expression d’UBE3A-AS n’était pas corrélé à celui de SNORD115 ni à celui des gènes en amont. 
Ainsi, la présence de 3 promoteurs régulerait indépendamment la transcription des différents gènes 
du locus. Le premier permettrait la production de SNURF, SNRPN et des snoARN SNORD64, 
SNORD107, SNORD108 et SNORD116 (à l’exception du cas particulier de SNORD109A, dont 
l’expression est restreinte au cerveau. Ceci suggère un mode de régulation supplémentaire pour sa 
production). Le deuxième permettrait la production tissu-spécifique de SNORD115 et le dernier 
permettrait la production d’UBE3A-AS. Ces résultats sont d’autant plus convaincants qu’ils 
Figure 10. Organisation du locus 15q11-q13 
Les gènes codant des protéines et des snoARN sont représentés par des rectangles et des ovales gris 
respectivement. Les gènes exprimés à partir de l’allèle maternel sont représentés par des rectangles blancs. 
Les barres noires représentent les exons alternativement épissés du transcrit U-UBE3A-AS. Les flèches 
pleines et en pointillés représentent respectivement le transcrit supposé initial et les nouveaux transcrits 
suggérés. Les points d’interrogation représentent les nouveaux sites de transcription interne proposés.   
D’après Galiveti et al[78] 
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permettent d’expliquer les différents profils d’expression tissulaires observés depuis la découverte 
du locus pour chacun des transcrits.  
En outre, une étude a décrit une nouvelle classe d’ARN appelée sno-lncARN (snoRNA-related 
lncRNAs) dérivée des introns du gène hôte de SNORD116. Ces sno-lncARN sont formés à partir 
d’introns contenant 2 snoARN. Les snoARN sont protégés par les protéines des snoRNP, empêchant 
également de la dégradation exonucléolytique de la partie intronique qui n’est donc pas éliminée. Il 
en résulte la formation d’un lncARN très stable, possédant une séquence de snoARN complexée aux 
protéines des snoRNP à chaque extrémité. Les sno-lncARN s’accumulent à proximité de leur site de 
production. Leur fonction est inconnue mais ils semblent interagir avec le facteur d’épissage Fox2 et 
pourraient donc influencer l’épissage alternatif au niveau local en séquestrant ce facteur[80]. 
 
c. Les pathologies liées au SNORD116 
La pathologie la plus décrite impliquant le SNORD116 est le PWS. Ce désordre neuro-
développemental est caractérisé à la période néonatale par une hypotonie, une détresse respiratoire 
et une incapacité à prendre du poids. Au cours de l’enfance apparait une hyperphagie menant à une 
obésité morbide, des difficultés d'apprentissage, un hypogonadisme et des troubles du 
comportement. Le PWS est causé par une perte de l’expression d’un à plusieurs gènes du locus 
15q11-q13. On retrouve des délétions de plusieurs mégabases du locus dans 65 à 75% des cas, des 
DUP maternelle dans 20 à 30% des cas et une délétion submicroscopique de l’IC ou une anomalie de 
l’empreinte sans mutation détectable dans 5 % des cas. L’étude de l’étendue des délétions chez les 
patients PWS ainsi que les modèles murins déficients pour une des protéines ou des clusters de 
snoARN a permis d’étudier la contribution potentielle des différents transcrits du locus. Les modèles 
murins déficients pour NDN ou MAGEL2 sont notamment capables de reproduire certaines 
caractéristiques de la maladie. Cependant, les études de cas cliniques présentant des microdélétions 
du locus ont réduit la région critique pour le développement du PWS à un domaine comprenant 
SNORD116 et SNORD115. Rapidement, différentes études ont pointé du doigt le rôle potentiellement 
unique de SNORD116 dans le PWS, mais bien que restreintes, les délétions englobaient toujours au 
moins une partie des gènes situés en amont ou en aval du cluster[81, 82]. Seule une étude parue en 
2014 rapporte le cas d’une patiente présentant toutes les caractéristiques cliniques du PWS et dont 
le locus 15q11-q13 présente une microdélétion englobant uniquement le SNORD116[83]. Ceci 
suggère un rôle majeur de SNORD116 dans l’apparition du syndrome. Concernant leur prédisposition 
au cancer, Davis et al. rapportent une incidence plus élevée de leucémie myéloïde chez les patients 
PWS, mais aucune étude n’ayant impliqué le locus 15q11-q13 dans les leucémies myéloïdes aigues 
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ou chroniques, ces résultats pourraient également s’expliquer par une augmentation du risque liée à 
l’obésité des patients[84].  
Hormis le PWS où la sous-expression du SNORD116 est systématiquement retrouvée, 
SNORD116 est à l’inverse surexprimé dans les cancers. Plusieurs études montrent que le SNORD116 
est dérégulé dans les leucémies myéloïdes aigues[43] et le MM[75] et peut permettre de différencier 
différents sous-groupes au sein de cette pathologie.  Dans le MM, cette surexpression est liée à une 
hypométhylation de l’IC par rapport aux contrôles sains, mais la différence d’expression entre les 
sous-groupes diagnostiques est probablement due à un mode de régulation supplémentaire.  
 
Conclusion : 
Au vu de ces différents travaux, la fonction des snoARN s’est considérablement étendue depuis 
ces dernières années et ils semblent intervenir dans des fonctions cellulaires variées. Cependant, 
comme l’a montré cet état de la littérature, le ou les mécanismes d’action complets des snoARN 
menant à ces nouvelles fonctions reste à découvrir.  
Ainsi, il est difficile à l’heure actuelle d’affirmer si le rôle de ces snoARN passe : 
- par leur fonction canonique en modulant l’activité ribosomique  
- par la formation de nouvelles RNP non canoniques 
- par des modes de maturation alternatifs non canoniques générant de nouvelles classes d’ARN 
Leur intérêt en tant que biomarqueur, diagnostique ou pronostique, est en revanche bien établi. 
Dans les études analysant le profil d’expression des snoARN, ceux-ci ont été retrouvés dérégulés dans 
de très nombreuses pathologies et plus particulièrement dans les cancers hématologiques. Dans le 
cadre de ma thèse, je me suis notamment intéressée aux profils d’expression des snoARN et leur 








PARTIE II : LA LEUCEMIE LYMPHOÏDE CHRONIQUE 
La leucémie lymphoïde chronique (LLC) est le cancer hématologique de l’adulte le plus fréquent 
dans les pays occidentaux. C’est une pathologie indolente et incurable qui résulte de l’accumulation 
lente dans les organes lymphoïdes secondaires, la moelle osseuse et le sang, de petits lymphocytes B 
matures résistants à l’apoptose. La LLC est caractérisée par une très grande hétérogénéité clinique et 
pronostique, reflétant probablement une hétérogénéité des causes moléculaires de la pathologie. En 
effet, au moment du diagnostic, un tiers des patients présente une maladie agressive nécessitant un 
traitement immédiat. Un autre tiers est à un stade peu avancé mais aura besoin d’un traitement 
dans les années à venir. Pour le dernier tiers des patients, la maladie n’évoluera pas ou peu et n’aura 




La LLC est une maladie du sujet âgé représentant environ 30 % des hémopathies malignes. En 
France, près de 4 500 cas incidents de LLC sont estimés en 2012 soit environ 1% de l’ensemble des 
cancers. Son incidence annuelle est évaluée à 4,4/100 000 personnes chez l’homme et 2,2/100 000 
chez la femme avec un rapport homme/femme de 2:1. L’incidence augmente avec l’âge et l’âge 
médian au moment du diagnostic est de 71 ans pour les hommes et 74 ans pour les femmes[85]. 
A l’heure actuelle, aucun facteur de risque environnemental favorisant la survenue de la LLC 
n’a été clairement identifié. Il a néanmoins été démontré que l’exposition à l’Agent Orange, herbicide 
utilisé lors de la guerre du Vietnam, est associée à un risque accru de développer une LLC. 
Les prédispositions génétiques et familiales semblent jouer un rôle dans la survenue de la 
maladie. D’une part, cette affection est d’incidence beaucoup plus faible en Asie et reste faible 
même pour les populations qui ont émigrées ainsi que leurs descendants, excluant donc l’influence 
environnementale. D’autre part, les études épidémiologiques montrent que dans 5 à 10 % des cas, il 
existe une susceptibilité familiale avec une augmentation de 2 à 7 fois du risque de développer cette 
pathologie pour les personnes apparentées au premier degré à un patient atteint de LLC. 
2. Diagnostic 
Dans près de trois quart des cas, la LLC est découverte de façon fortuite chez des individus 
asymptomatiques, souvent lors d’une analyse de routine qui montre une hyperlymphocytose 
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sanguine. Trois examens sont pratiqués pour diagnostiquer la LLC: la numération de la formule 
sanguine, un frottis sanguin et un immunophénotypage du sang périphérique. 
Le diagnostic de la LLC requiert la présence d’une lymphocytose ≥ 5 000 lymphocytes/mm3 
depuis plus de 3 mois. L’examen morphologique des cellules de LLC montre de petits lymphocytes 
matures, d’aspect proche de celui des lymphocytes normaux. Ils ont un cytoplasme très restreint, un 
noyau arrondi avec une chromatine dense. A côté de ces lymphocytes leucémiques, on retrouve 
généralement, des noyaux nus appelés ombres nucléaires de Gümprecht. Ces cellules lysées 
correspondent à des lymphocytes tumoraux qui ont éclaté au cours de la réalisation du frottis 








L’immunophénotypage par cytométrie en flux doit mettre en évidence l’expression des 
marqueurs des lymphocytes B (LB) matures : le CD19 et le CD20. Ce dernier est plus faiblement 
exprimé par les LB leucémiques que par les LB normaux. Le marqueur typique de la LLC est 
l’expression du CD5, couramment exprimé par les lymphocytes T. Le caractère monoclonal  de 
l’expansion leucémique est mis en évidence par l’expression d’une seule chaîne légère 
d’immunoglobuline (Ig). La LLC se caractérise par une expression très diminuée de l’Ig de surface (ou 
B-cell receptor, BCR) par rapport aux cellules B normales ou aux autres hémopathies lymphoïdes. Le 
CD23 est habituellement exprimé par les cellules de LLC et sa recherche permet le diagnostic 
différentiel avec le lymphome du manteau. En revanche, la chaine β du BCR (ou CD79b), ainsi que le 
CD22 et le FMC7 (un épitope conformationel du CD20), sont peu ou pas exprimés. 
Figure 11. Caractéristiques morphologiques d’une leucémie lymphoïde chronique 
Frottis sanguin d’un sujet atteint de LLC montrant de nombreux petits lymphocytes, avec un noyau arrondi 
et un cytoplasme réduit. Les flèches indiquent les ombres de Gümprecht. Microscopie optique, coloration 
May-Grünwald-Giemsa. 
D’après Nowakowski et al[86] 
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L’immunophénotypage permet d’établir un score de Matutes (Tableau 2) qui doit être supérieur ou 
égal à 4 pour que le diagnostic de LLC soit retenu. Si le score est égal à 3, le diagnostic de LLC peut 
être retenu si les cellules lymphoïdes sanguines expriment le CD5, le CD23 et le CD43, si l’expression 
de CD20 est faible et enfin si la cycline D1 n’est pas exprimée. Si le score est inférieur à 3, le 
diagnostic de LLC doit être écarté. 
 
3. Facteurs pronostiques 
a. Classification clinique 
La classification la plus utilisée en Europe pour définir l’étendue de la pathologie, le pronostic 
de la maladie en terme de survie et décider de la conduite thérapeutique est la classification de 
Binet[87, 88]. Elle prend en compte le nombre d’aires anatomiques infiltrées par les lymphocytes 
(adénopathies axillaires, cervicales, inguinales et/ou hépato-, splénomégalie) et la présence de 
cytopénies associées (anémie, thrombopénie). Le Tableau 3 présente les différents stades de Binet.  
 
Tableau 3. Classification, répartition et impact pronostique des stades de Binet 
Au diagnostic, 75% des patients sont classés stade A, 18 % au stade B et 7% au stade C. 
Hb : hémoglobine ; Pl : plaquettes. 
Tableau 2. Cotation du score de Matutes 
Si score ≥ 4 : diagnostic LLC positif. Si score = 3 : LLC si expression CD5, CD23 et CD43 positive et cycline D1 
négative. Si score < 3 : diagnostic LLC négatif. 
D’après le référentiel de la Société Française d’Hématologie[174] 
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La classification de Rai[89] (Tableau 4), surtout utilisée aux Etats-Unis ne prend pas en 
compte le nombre d’aires lymphocytaires infiltrées mais seulement l’existence d’un syndrome 
tumoral (adéno- , spléno- ou hépatomégalie) et la présence de cytopénies (anémie, thrombopénie).  
 
Ces classifications, bien que toujours pertinentes pour évaluer le stade d’évolution de la 
maladie, ne permettent pas de prédire sa progression pour les deux tiers des patients de bon 
pronostic. C’est pourquoi des paramètres permettant de mieux anticiper l’évolution tumorale et la 
prise en charge thérapeutique des patients diagnostiqués à des stades précoces ont été recherchés. 
 
b. Marqueurs cytologiques, sériques et immunologiques 
Le marqueur cytologique principal est le temps de doublement lymphocytaire. C’est un 
marqueur de progression défini comme la période durant laquelle le nombre absolu de lymphocytes 
est multiplié par deux. S’il est inférieur à 6 mois, il reflète une maladie active qui nécessite de 
débuter un traitement de première ligne[90]. 
Parmis les marqueurs sériques, on retrouve la β2 microglobuline qui est un polypeptide 
extracellulaire associé aux chaines α du complexe majeur d’histocompatibilité de classe I. Une 
élévation du taux de sa forme soluble dans le sérum est considéré comme un facteur de mauvais 
pronostique, associé à une mauvaise réponse aux traitements, une charge tumorale élevée et un 
temps de survie sans progression (PFS pour Progression Free Survival) plus court[90]. 
Le taux de thymidine kinase sérique (enzyme impliquée dans la réparation de l’ADN lors de sa 
synthèse) est corrélé à l’activité proliférative des cellules leucémiques. Un taux élevé est associé à 
une progression plus rapide et à un stade avancé de la maladie[90, 91]. 
Tableau 4. Classification, répartition et impact pronostique des stades de Rai 
Au diagnostic, 31% des LLC sont classées en stade 0, 61% en stade I-II et 8% en stade III-IV. 
Hb : hémoglobine ; Pl : plaquettes. 
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Le CD23 est un récepteur de faible affinité des IgE. Son clivage produit une forme soluble capable 
d’induire la prolifération des LB. Sa concentration élevée est associée à un mauvais pronostic et une 
progression de la maladie[90].  
Les molécules CD38 et ZAP-70 (Zeta-chain associated protein 70) sont des marqueurs 
immunologiques mesurables par cytométrie de flux. Le CD38 est exprimé par les précurseurs 
médullaires et les LB du centre germinatif mais pas par les LB matures. Son expression sur plus de 
30% des cellules leucémiques, est un marqueur indépendant de mauvais pronostic[90]. La tyrosine 
kinase ZAP-70 est impliquée dans la signalisation du récepteur des lymphocytes T et des récepteurs 
activateurs des cellules NK mais est normalement absente des LB. Son expression dans plus de 20% 
des cellules de LLC est associée à une progression plus rapide de la maladie et une survie réduite[90].  
 
c. Statut mutationnel du récepteur des cellules B 
En physiologie, l’ontogénèse des LB normaux est caractérisée par l’acquisition d’une Ig de 
surface appelée BCR (pour B cell receptor) qui est le récepteur à l’antigène (Ag) (Figure 12). La 
formation du répertoire des LB s’opère grâce à la recombinaison VDJ (Variable Diversity Joining) qui 
consiste en un réarrangement aléatoire des gènes codant pour les chaînes lourdes et légères des Ig. 
Cette recombinaison a lieu dans la moelle osseuse et donne naissance à des LB matures mais naïfs 
exprimant une grande diversité de BCR. La rencontre avec l’Ag au sein du centre germinatif des 
organes lymphoïdes secondaires entraine des mutations hypersomatiques ponctuelles dans la région 
variable de la chaine lourde des Ig (Immunoglobulin Heavy chain Variable region ; IGHV). Ceci permet 











Figure 12. Représentation schématique d’une  immunoglobuline 
Sur les chaînes légères : régions V (Variable), J (Joining) et partie constante (CL, Constant Light chain).  





Ensuite, les LB subissent une commutation de classe par recombinaison de la région 
constante de l’Ig qui permet l’échange des Ig de classe IgM et IgD par des IgG, IgA ou IgE, 
determinant ainsi la fonction de l’anticorps. Ce processus nécessite de multiples interactions avec le 
microenvironnement, notamment avec les lymphocytes T et les cellules dendritiques folliculaires. Les 
LB sélectionnés peuvent alors se différencier soit en LB mémoires exprimant le marqueur CD27, soit 
en plasmocyte sécréteur d’Ac exprimant le CD138. Ils sont alors appelés « post-centre germinatif ».  
Il est aujourd’hui établit que les cellules à l’origine de la LLC ont eu une expérience 
antigénique. Celles-ci présentent un profil d’expression proche des LB mémoires, expriment de façon 
constante le CD27 et possèdent dans environ 50% des cas un IGHV muté[92, 93]. Différents groupes 
de recherche ont montré que le facteur pronostique majeur dans la LLC était le statut mutationnel 
des IGHV[94]. La présence d’hypermutations somatiques dans leur région variable distingue 2 
entités : les IGHV-mutés (IGHV-M) associés à un bon ponostic et les IGHV-non mutés (IGHV-NM) 
associés à une évolution défavorable de la leucémie. En effet, l’absence de mutation IGHV diminue 
significativement la survie et la réponse aux traitements[95]. La différence de pronostic pourrait 
s’expliquer par une différence de stimulation antigénique et donc, une différence fonctionnelle du 
BCR entre les 2 groupes. Le statut mutationnel est un marqueur pronostique puissant et surtout 
constant au cours de l’évolution de la maladie. Malgré ses avantages, il est toujours peu utilisé en 
routine, la détection du statut mutationnel étant longue et couteuse. 
 
d. Anomalies cytogénétiques 
Les analyses cytogénétiques ont grandement fait évoluer la signification pronostique des 
classifications cliniques. Les analyses conventionnelles du caryotype additionnées à des analyses par 
FISH (Fluorescent In Situ Hybridization) montrent que plus de 80% des patients présentent des 
aberrations caryotypiques. Alors que de nombreuses hémopathies malignes sont caractérisées par 
des réarrangements chromosomiques récurrents (ex : NPM-ALK dans les lymphomes anaplasiques à 
grandes cellules), ces techniques n’ont pu identifier aucun évènement oncogénique spécifique 
responsable de l’initiation de la LLC. La majorité de ces anomalies apparaissent au cours du 
développement de la LLC et semblent survenir plus fréquemment chez les patients IGHV-NM [90]. 
Les aberrations cytogénétiques les plus fréquentes sont[96] : 
- La délétion 13q14 (del13q) (>50% des cas) : correspond à la délétion des miR-15a et miR-16-
1. Elle est de meilleur pronostic si elle est isolée, la survie médiane est de 133 mois. 
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- La trisomie 12 (tri12) (10-20% des cas) : serait plutôt de bon pronostic avec une meilleure 
survie et une bonne réponse au traitement[97]. La survie médiane est de 114 mois. 
- La délétion 11q22-23 (del11q) (10-20% des cas) : correspond à la délétion d’ATM (Ataxia 
Telangectasia Mutated) impliquée dans la réponse aux dommages de l’ADN. Elle est de 
mauvais pronostic et associée à une résistance à la chimiothérapie, la survie médiane est de 
79 mois. 
- La délétion 17p13 (del17p) (<10% des cas) : correspond à la délétion homo- ou hétérozygote 
du suppresseur de tumeur TP53. Elle est de très mauvais pronostic, la survie médiane est de 
32 mois. La perte de TP53 confère une résistance aux analogues des purines et aux agents 
alkylants et conditionne donc la décision thérapeutique. 
Actuellement, il est recommandé de rechercher systématiquement par FISH les del17p et del11q 
avant l’initiation d’un traitement et pendant le suivi des LLC en rechutes[98]. 
L’impact pronostique des principales anomalies cytognétiques récurrentes sur la survie globale 

















Figure 13. Impact pronostique des principales anomalies cytogénétiques 
Les del17p et del11q sont de moins bon pronostic que la trisomie 12 et les caryotypes normaux. La del13q 
isolée est de meilleur pronostic. 





e. Les mutations somatiques récurrentes 
Le développement récent des techniques de séquençage à haut débit a mis en évidence des 
mutations somatiques récurrentes contribuant à la pathogenèse de la LLC.  
Le gène suppresseur de tumeur TP53 est muté dans plus de 50% de tous les cancers 
humains. Son rôle majeur est lié à ses fonctions dans le contrôle du cycle cellulaire, de la stabilité 
génétique et de l’apoptose. L’altération du gène permet aux cellules de poursuivre le cycle cellulaire 
malgré des dommages à l’ADN et d’échapper à l’apoptose.  Dans la LLC, la mutation hétérozygote de 
TP53 est accompagnée dans 80% des cas de la délétion du second allèle (del17p). La fréquence de 
l’altération de TP53 augmente avec l’évolution de la pathologie et les traitements par des molécules 
induisant des dommages à l’ADN favorisent la sélection de clones mutés pour TP53[99].  
En 2011, Wang et al. ont rapporté, suite au séquençage de l’exome de 91 cas de LLC, que la 
mutation du gène SF3B1 (Splicing Factor 3B subunit 1) était la mutation la plus fréquente dans la LLC 
après celle de TP53[100]. SF3B1 fait partie de la snRNP U2 impliquée dans l’épissage des ARNm et 
intervient dans les interactions ARN/protéines et protéines/protéines. Sa mutation faux-sens altère 
donc le profil d’épissage des pré-ARNm. Elle est retrouvée majoritairement dans des tumeurs 
présentant des del11q et est associée à une survie plus courte. 
La même année, Puente et al. mettent en évidence la mutation récurrente de NOTCH1 chez 
12% d’une cohorte de plus de 250 cas de LLC[101]. NOTCH1 est un récepteur transmembranaire dont 
la voie de signalisation en aval intervient dans la différenciation cellulaire au cours de 
l’embryogenèse mais également au stade adulte. La liaison avec son ligand provoque son clivage et la 
libération intracytoplasmique de son domaine intracellulaire où il agit comme activateur 
transcriptionnel. La mutation de NOTCH1 dans la LLC entraine la perte d’un élément régulateur 
permettant l’accumulation d’une isoforme plus stable et plus active induisant une suractivation de la 
voie de signalisation NOTCH1 et des voies métaboliques du glucose et de la phosphorylation 
oxydative. La mutation NOTCH1 est associée à une survie globale et une survie sans traitement (TFS 
pour Treatment Free Survival) similaires à celles retrouvées chez des patients où TP53 est perdu et 
est associée à des stades plus avancés de la maladie. Les mutations NOTCH1 et TP53 sont 




4. Biologie de la LLC 
a. La prolifération 
La vision originelle de la LLC était qu’elle résultait principalement de l’accumulation de 
lymphocytes malins quiescents. En effet, les cellules de LLC présentent plutôt des caractéristiques 
typiques des lymphocytes quiescents : une chromatine nucléaire condensée, un rapport nucléo-
cytoplasmique élevé et une absence de nucléole. De plus, les cellules malignes du sang périphérique 
sont bloquées en phase G0/G1 du cycle cellulaire. La protéine p27Kip1, qui inhibe les kinases 
dépendantes des cyclines, est retrouvée surexprimée dans la LLC et pourrait ainsi être responsable 
de leur accumulation en phase G0/G1[103, 104]. Ces indices ont donc amené la communauté 
scientifique à considérer que la LLC était une pathologie caractérisée par un défaut intrinsèque des 
mécanismes d’apoptose, entraînant l’accumulation progressive de LB avec de très faibles capacités 
de prolifération. 
Cependant des travaux récents ont pu montrer que la prolifération des cellules leucémiques 
était un mécanisme essentiel de la leucémogénèse. Tout d’abord, les LB de LLC expriment plusieurs 
antigènes spécifiques d’un état activé (CD23 et souvent CD25, CD69 et CD71). Ceci tend plutôt à 
démontrer que les LB de LLC sont des LB activés ayant eu une expérience antigénique. D’autre part, 
l’analyse de la taille de leurs télomères montre que ceux-ci sont plus courts que dans les LB normaux 
indiquant une prolifération passée plus intense[105]. En outre, la réduction de la taille des télomères 
est corrélée aux marqueurs de mauvais pronostic[106, 107]. Enfin, une étude réalisée en 2005 par 
l’équipe de Nicholas Chiorazzi (The Feinstein Institute for Medical Research, New York) montre que 
les cellules tumorales sont capables d’incorporer de l’eau lourde (²H2O) dans leur ADN, prouvant ainsi 
l’existence d’un pool de cellules proliférantes localisées dans les ganglions et la moelle osseuse. Dans 
leur étude, le taux de prolifération journalier représente entre 0,1 à 1,75% de la population tumorale 
totale[108]. Les cellules en prolifération sont regroupées au niveau de structures particulières 
appelées centres de prolifération ou pseudo-follicules. Ces derniers sont principalement localisés 
dans les ganglions (plus rarement dans la moelle) et forment des foyers nodulaires contenant de 
grands agrégats de cellules tumorales, proliférantes (Ki67+) et exprimant fortement des molécules 
anti-apoptotiques. Les centres de prolifération favorisent le contact entre les cellules leucémiques et 
un microenvironnement riche en cellules non tumorales délivrant de nombreuses cytokines et 
chimiokines qui permet leur prolifération et leur survie au sein de la niche[109, 110]. Ainsi, ce sont 
les réservoirs ganglionnaires de cellules leucémiques qui alimentent le compartiment circulant en 





b. La résistance à l’apoptose 
Un des mécanismes permettant la survie des cellules leucémiques dans le compartiment 
circulant serait l’altération du processus d’apoptose. Le profil d’expression des cellules de LLC montre 
que les protéines anti-apoptotiques de la famille BCL2 sont surexprimées tandis que les protéines 
pro-apoptotiques comme Bax et Bcl-xs sont, elles, sous-exprimées. La perte des miR-15a et miR-16-1 
via la del13q dans plus de 80% des LLC participe à la dérégulation de la balance des facteurs pro- et 
anti-apoptotiques, ces derniers régulant négativement l’oncogène BCL2 en temps normal[111, 112].  
 
c. Le microenvironnement 
Les cellules de LLC sont elles-mêmes capable de sécréter de nombreux facteurs solubles afin 
de modeler leur microenvironnement en recrutant des cellules accessoires et de favoriser leur survie 
par des boucles de régulation autocrines. Ainsi, les cellules de LLC produisent entre autre la 
chemokine CCL22 permettant d’attirer des lymphocytes T  exprimant CCR4 (récepteur de CCL22) et le 
CD40-Ligand, une molécule co-stimulatrice du BCR permettant d’activer la prolifération des LB[113]. 
Les LB leucémiques sécrètent également de l’interleukine-8 capable de participer au recrutement de 
cellules T, mais également d’agir de façon autocrine en augmentant à la fois le niveau d’expression 
de BCL2 et son propre niveau d’expression, participant ainsi la régulation de la survie des cellules 
leucémiques par de multiples voies[114]. 
 
d. La voie de signalisation du BCR 
La survie des LB normaux dépend de la présence d’un BCR fonctionnel capable de transduire 
les signaux activant la prolifération, la différenciation et la fonction des cellules B comme la 
production d’anticorps. Le BCR est un complexe composé d’une Ig membranaire et d’un 
hétérodimère CD79A/CD79B. La liaison d’un Ag à l’Ig de surface entraine la phosphorylation des 
queues intracytoplasmiques de CD79A/CD79B par la kinase LYN de la famille Src. Cette 
phosphorylation permet de recruter la kinase SYK qui va activer d’autres kinases en aval, comme la 
Bruton’s Tyrosine Kinase (BTK) ou l’isoforme delta de la phosphatidylinositol-3 kinase (PI3Kδ). En 
retour ces kinases vont transduire un signal activant différentes voies de prolifération et de survie 
comme les MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase), NF-κB (Nuclear Factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells) ou NFAT (Nuclear Factor of Activated T-cells)[115] (Figure 14). Dans le 
contexte de la LLC, la voie de signalisation du BCR est également essentielle à la survie, à la 
prolifération, mais aussi au trafic cellulaire et aux interactions avec le microenvironnement. Il a par 
exemple été montré que les LB leucémiques issus des centres de prolifération ganglionnaires 
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présentaient un profil d’expression similaire à des LB activés et leur potentiel de prolifération est plus 
élevé que celui des LB leucémiques issus du sang périphérique[109]. 
Ainsi, l’ensemble de la littérature démontre que le microenvironnement est indispensable au 
mécanisme de leucémogénèse de la LLC et explique également pourquoi les cellules leucémiques 
peuvent être à la fois très résistantes à l’apoptose in vivo et à l’inverse mourir très rapidement in 





















Figure 14. Schéma simplifié de la voie de signalisation du BCR 
La liaison du BCR avec un Ag entraine la phosphorylation de CD79A/B sur leurs domaines intracellulaires par 
LYN. Ceci permet de recruter la kinase SYK qui va elle-même activer la PI3Kδ et BTK qui vont transduire les 
signaux de survie, de prolifération, d’interactions avec le microenvironnement et de trafic cellulaire via les 
voies des MAPK, NFAT et NF-κB. Des agents thérapeutiques récemment développés ciblent des acteurs 





A ce jour, l’origine cellulaire de la LLC est encore inconnue. De récentes avancées dans la 
compréhension de la biologie de la LLC et l’identification de nouvelles populations cellulaires ont 
permis de proposer plusieurs hypothèses pouvant expliquer son mécanisme de pathogenèse et son 
origine mais celles-ci sont sujettes à débat. 
 
a. La stimulation antigénique 
Les cas de LLC peuvent être divisés en 2 groupes sur la base du statut mutationnel de leur 
IGHV. Cependant, des données surprenantes montrent qu’environ 30% des patients des 2 groupes 
présentent un BCR stéréotypé[116]. L’expression d’un répertoire restreint de BCR par les cellules de 
LLC suggère l’existence d’un mécanisme de sélection suite à une stimulation antigénique commune 
lors du développement de la pathologie. 
Certains BCR exprimés par les LB de LLC réagissent avec des Ag spécifiques des cellules 
apoptotiques. Selon les caractéristiques stéréotypiques des BCR exprimés par les LB leucémiques, le 
profil des Ag reconnus diffère, suggérant que plusieurs Ag différents pourraient être responsables de 
la sélection du répertoire des Ig associé à la LLC[117].  De plus, les LB de LLC peuvent être auto-
réactifs et une équipe a pu démontrer que les BCR des cellules de LLC reconnaissaient un épitope 
interne à leur propre BCR, induisant sa stimulation autonome[118]. La stimulation antigénique et la 
signalisation du BCR sont fondamentales pour la survie des cellules de LLC grâce à l’activation de 
multiples voies intracellulaires contrôlant la prolifération et la survie. 
Une première hypothèse émise par Chiorazzi et al., stipule que les cellules de CLL à IGHV-M 
dériveraient de LB soumis à une stimulation antigénique persistante de haute affinité au niveau des 
centres germinatifs. Ces cellules proviendraient de LB mémoires n’ayant pas subi de commutation 
isotypique des Ig et étant devenues anergiques au cours du temps[119]. 
Les cellules de LLC à IGHV-NM semblent plus souvent exprimer des BCR polyréactifs et 
dériveraient de LB soumis à une stimulation antigénique constante de faible affinité induisant leur 
prolifération. Cependant, le lieu de l’expérience antigénique n’est pas clairement établi : elle pourrait 
avoir lieu dans les centres germinatifs mais sans donner lieu à  des mutations somatiques, ou avoir 
lieu dans la zone marginale en répondant à des antigènes T-indépendants[119]. Le modèle proposé 







Cependant, certaines données vont à l’encontre de ce modèle de 2 entités cellulaires 
différentes à l’origine des LLC à IGHV-M et NM. En effet, la morphologie et l’immunophénotype des 
cellules leucémiques des 2 groupes ne sont pas différents. De plus, les études de transcriptomique 
Figure 15. Modèle de développement de la LLC provenant de 2 entités cellulaires différentes 
Une mutation initiale apparait dans un LB (A), l’interaction entre son BCR et un Ag adéquat induit sa 
prolifération clonale (B). La stimulation répétée du BCR polyréactif par des Ag favorise son expansion en 
l’absence d’hypermutations somatiques (C, en haut). 
Les cellules subissant des hypermutations somatiques du BCR deviennent anergiques suite à leur stimulation 
excessive (C, en bas). Des mutations “transformantes” apparaissent (D) et l’expansion clonale continue 
favorise l’apparition de nouvelles anomalies génétiques générant des sous-clones et déterminant l’évolution 
de la maladie (E). 
D’après Chiorazzi et al[119] 
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montrent que leurs profils d’expression sont extrêmement proches et suggèrent plutôt une origine 
commune ou un processus commun de leucémogenèse. Une deuxième hypothèse propose donc que 
les LLC à IGHV-M et NM proviendraient indifféremment de LB de la zone marginale. Les LB mémoires 
provenant de la zone marginale sont activés par des Ag T-indépendants ne menant pas 
nécessairement à des mutations hypersomatiques du BCR, pouvant expliquer à la fois l’émergence 
de clones IGHV-M et NM. Cependant ce modèle n’est pas parfait. En effet, les LB de la zone 
marginale n’expriment pas le CD5 ou le CD23 marqueurs d’un état activé. Les LB de LLC étant 
constitutivement activés, ceci pourrait expliquer la différence de phénotype entre les cellules 
tumorales et les LB normaux de la zone marginale. En outre, un article récent pourrait également 
permettre d’expliquer l’apparition d’un clone leucémique à IGHV-NM mais sélectionné par la 
stimulation antigénique dépendante des  cellules T. En effet, une sous-population de cellules 
dendritiques de la zone marginale est capable d’activer les LB par des Ag T-dépendants sans induire 
la formation d’un centre germinatif et sans induire de mutations hypersomatiques du BCR[120]. 
 
b. La lymphocytose monoclonale B 
La  lymphocytose B monoclonale (MBL, Monoclonal B-cell Lymphocytosis) correspond à une 
prolifération asymptomatique de LB inférieure à 5 000 lymphocytes/mm3. Les cellules présentent un 
phénotype similaire aux cellules de LLC mais ne sont associées à aucune autre manifestation 
classique de la LLC (lymphadénopathies, cytopénies,…). Sa prévalence dans la population varie de 1 à 
10% selon les études et augmente avec l’âge ainsi que dans les formes familiales de LLC. Bien que 
seulement 1% des MBL soient susceptible à une transformation leucémique, les données montrent 
que virtuellement toutes les LLC sont précédées d’une MBL[121] et que des mutations somatiques 
récurrentes de la LLC sont également retrouvées dans les MBL avant leur progression 
leucémique[122]. La MBL peut donc être assimilée à la première étape d’un processus composé 
d’évènements multiples de leucémogénèse. 
 
c. L’hypothèse d’une cellule souche hématopoïétique 
Des travaux datant de 2011 ont remis en cause la vision de la LLC comme une hémopathie 
maligne issue de cellules matures. Les auteurs ont identifié une cellule souche hématopoïétique 
humaine (HSC, Hematopoietic Stem Cell) capable de reproduire une MBL dans des modèles murins 
immunodéficients[123]. Une fraction riche en HSC greffée chez des souris NSG (NOD/SCID/IL2Rγnull) 
et NRG (NOD/RAG-1null/ IL2Rγnull) est capable de régénérer de nombreuses cellules pro-B polyclonales 
présentant un phénotype MBL ou LLC «like», exprimant notamment le CD5 et un répertoire des 
gènes V du BCR biaisé (bien que celui-ci soit différent du répertoire généralement retrouvé dans la 
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LLC).  Il faut également noter que les auteurs n’ont pas pu atteindre le stade LLC dans leurs modèles 
murins. Ils proposent donc un modèle dans lequel des HSC-LLC seraient des cellules pré-leucémiques 
produisant des cellules pro-B polyclonales. La population de LB matures mono- ou oligoclonale serait 
ensuite sélectionnée par des auto- ou des xéno-Ag. La transformation de la phase pré-leucémique à 











d. Une nouvelle sous-population de lymphocytes B CD5+ 
En 2012, une étude apporte de nouvelles informations sur l’origine cellulaire potentielle de la 
LLC[124]. Se basant sur le fait que dans les précédentes analyses transcriptomiques de LLC, les 
différents auteurs n’avaient pas utilisé de contrôles adéquats, l’équipe de Ralf Küppers (Université 
d’Essen) réalise une nouvelle étude transcriptomique. Ils comparent des LLC IGHV-M et NM à 
différentes sous-populations de LB normaux, dont notamment des CD5+ matures (et non pas 
transitionnels contrairement aux précédentes études). Quel que soit leur statut mutationnel IGHV, 
Figure 16. Modèle de développement d'une LLC à partir d’une HSC 
Des HSC-LLC possédant des anomalies génétiques produisent un grand nombre de cellules pro-B 
polyclonales portant les mêmes aberrations. Les clones sont ensuite sélectionnés et prolifèrent grâce à une 
stimulation antigénique favorisant la progression de la MBL. Des évènements oncogéniques additionnels 
seraient ensuite nécessaire pour la transformation de la MBL en LLC.  
D’après Kikushige et al[123] 
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les LLC ont un profil transcriptionnel extrêmement semblable et sont plus proche des LB normaux 
CD5+ matures et des LB naïfs que des LB mémoires et des LB de la zone marginale. Ils proposent donc 
que les cellules de LLC soient issues de cellules CD5+ matures. De plus, ils identifient également un 
nouveau sous-groupe de LB dérivant des CD5+ matures qui expriment le marqueur CD27 et dont les 
gènes IGHV sont majoritairement mutés. Ainsi, les CD5+ matures, CD27-, IGHV-NM, seraient les 
cellules d’origine des LLC à IGHV-NM et les CD5+ matures, CD27+, IGHV-M, seraient à l’origine des LLC 
à IGHV-M. Cependant, en l’absence de toute étude fonctionnelle, ces hypothèses demandent à être 
confirmées. 
 
e. Un ARN chimère YPEL5/PPP1CB 
Afin de rechercher des anomalies de la production des ARN au niveau post-transcriptionnel, 
l’équipe de Kojo Elenitoba-Johnson (Université du Michigan) a séquencé le transcriptome de 7 
patients atteints de LLC[125]. Chez 2 d’entre eux, ils retrouvent un ARN chimérique et réciproque 
entre YPEL5 (un régulateur positif de la progression du cycle cellulaire) et PPP1CB (une sous-unité 
catalytique de la protéine phosphatase 1, impliquée dans de nombreuses fonctions dont la régulation 
du cycle cellulaire et de l’apoptose). Ces transcrits de fusion ne sont pas associés à une translocation 
mais résultent d’une anomalie d’épissage (trans-épissage). Ils détectent ensuite les transcrits de 
fusion YPEL5/PPP1CB et PPP1CB/YPEL5 dans 95% des cas d’une cohorte de validation. Des analyses 
fonctionnelles montrent que le transcrit YPEL5/PPP1CB produit une protéine PPP1CB tronquée. La 
délétion de son domaine N-terminal altère l’activité enzymatique de PPP1CB ce qui augmente ses 
capacités oncogéniques dans des lignées de LLC. Cette étude est la première à impliquer un ARN 
chimère récurrent dans la pathogenèse de la LLC. 
 
f. La side population 
La LLC est caractérisée par la résurgence du clone leucémique après chaque ligne de 
traitement et menant à une rechute inexorable. L’hypothèse a donc été émise qu’une sous-
population leucémique, chimio-résistante, pourrait faire office de réservoir et participer à la 
reformation du clone leucémique. Il existe en effet chez tous les patients LLC, un compartiment 
cellulaire minoritaire caractérisé par un haut degré de chimiorésistance grâce à l’efflux de molécules 
exogènes et endogènes par leurs transporteurs ABC (ATP Binding Cassette)[126]. Ce compartiment 
cellulaire leucémique appelé side-population (SP) existe avant traitement chez tous les patients et est 
amplifié après traitement. In vitro, le traitement chimiothérapeutique de cellules primaires de LLC 
sélectionne exclusivement ces cellules SP leucémiques et le stress génotoxique peut conduire une 
fraction des cellules non-SP à acquérir le phénotype SP. En outre, la stimulation de la prolifération de 
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ces cellules SP montre qu’elles sont capables de reformer partiellement le compartiment leucémique 
majoritaire non-SP[127]. Cette sous-population présente donc des capacités de chimiorésistance et 
un potentiel prolifératif permettant de penser que la SP est impliquée dans les évènements 
cellulaires à l’origine des rechutes post-chimiothérapie. Ainsi, l’éradication de la SP pourrait 
représenter l’évènement clé permettant d’obtenir une rémission durable.   
 
6. Evolution de la LLC 
Entre 2 à 10% des LLC peuvent se transformer en un lymphome de haut grade, 
essentiellement en lymphome B diffus à grandes cellules, appelé alors syndrome de Richter (RS ; 
Richter’s Syndrome). Les mécanismes moléculaires conduisant à cette transformation tumorale sont 
encore très peu définis mais certains facteurs semblent avoir une influence sur l’incidence de cette 
transformation. Notamment : l’exposition à des thérapies génotoxiques, l’instabilité génétique, un 
statut mutationnel IGHV-NM, l’expression du CD38, l’absence de del13q, la mutation de NOTCH1 ou 
encore des ganglions > à 3 cm[128].  Le diagnostic de RS est fondé sur l’examen 
anatomopathologique d’un ganglion cliniquement suspect. Typiquement, les larges cellules 
lymphomateuses du RS se distinguent des cellules leucémiques par leur contour et leur noyau 
modérément irréguliers ou ronds et un rapport nucléo-cytoplasmique élevé. 
Une LLC peut encore plus rarement se transformer en leucémie prolymphocytaire caractérisée 
par des cytopénies et une splénomégalie. L’examen cytologique montre la présence de 
prolymphocytes en plus des lymphocytes typiques de la LLC. Ce sont de grands lymphocytes matures 
avec un cytoplasme modérément basophile et volumineux et un nucléole central bien visible. Pour 
parler de leucémie prolymphocytaire, les prolymphocytes doivent représenter au moins 55% des 
cellules leucémiques. 
Le RS et la transformation prolymphocytaire sont tous les deux de très mauvais pronostic et 
caractérisés par une progression rapide et une résistance aux traitements[129]. 
 
B. Prise en charge thérapeutique de la LLC 
1. Stratégie thérapeutique 
La LLC est une pathologie d’évolution lente, qui ne nécessite que dans un tiers des cas une 
prise en charge thérapeutique dès le diagnostic.  Pour le reste des patients, les cliniciens adoptent la 
stratégie du « Watch and Wait » et contrôlent simplement l’évolution de la maladie 1 à 2 fois par an. 
La LLC étant incurable mais d’évolution chronique, le but de la thérapeutique est de maintenir une 
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qualité de vie optimale et un traitement n’est initié que lorsque la maladie devient symptomatique 
ou évolutive. L’approche thérapeutique doit être adaptée au patient en fonction des caractéristiques 
de la maladie (stade, del11q ou del17p), l’état général du patient et ses comorbidités (perturbations 
de la fonction rénale, degré d’autonomie du patient,…). Il est souvent difficile et couteux pour les 
centres hospitaliers de rechercher systématiquement la présence de facteurs pronostiques comme le 
statut mutationnel IGHV et les marqueurs cytogénétiques (hormis la del17p) et sont donc rarement 
utilisés pour la décision thérapeutique. De manière schématique, pour les patients classés en stade 
de Binet A, l’abstention thérapeutique est de mise. Pour les stades de Binet B et C, l’initiation d’un 
traitement est généralement nécessaire. Cependant, avant de poser une indication thérapeutique, 
les cliniciens prennent en compte l’évolutivité de la maladie. Celle-ci est caractérisée par différents 
critères comme le temps de doublement des lymphocytes <6 mois, une lymphadénopathie et 
cytopénie progressive et des signes généraux comme une perte de poids, de la fatigue, de la fièvre et 
des sueurs nocturnes[98]. Ainsi, un clinicien peut être amené à traiter un patient de stade A mais qui 
présente une maladie évolutive alors qu’il pourra retarder l’initiation d’un traitement chez un patient 
de stade B non évolutif ou peu symptomatique. 
 
2. Traitements de première ligne 
Chez les patients de moins de 70 ans, sans del17p et ne présentant pas de comorbidité 
associée, le traitement standard actuel repose sur l’association FCR pendant quatre à six cycles 
mensuels : 
 -F: Fludarabine 40 mg/m² du jour 1 au jour 3 per os ou 25 mg/m² intraveineux 
 -C: Cyclophosphamide 250 mg/m² per os ou intraveineux 
 -R: Rituximab en IV le 1er jour du cycle à une dose de 375mg/m² au 1er cycle puis 500 
 mg/m² les cycles suivants.  
La Fludarabine est un analogue nucléosidique des purines. Son action cytotoxique dans les 
cellules proliférantes s’exerce via son incorporation dans l’ADN qui perturbe la réplication et induit 
des cassures de l’ADN entrainant l’apoptose des cellules. Les cellules de LLC étant majoritairement 
quiescentes, l’efficacité de la Fludarabine serait attribuée à l’accumulation de cassures spontanées 
de l’ADN, l’inhibition de la réparation de ces dommages, la diminution de la synthèse de l’ARN et 
l’activation de la polyADP-ribose polymérase (PARP) induisant l’apoptose[130]. 
Le Cyclophosphamide est un agent alkylant ayant la capacité de former des liaisons 
covalentes (adduits) à l’ADN. Il peut lier des groupements alkyles sur les bases de l’ADN qui sera alors 
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fragmenté par les enzymes de réparation qui tentent de remplacer les bases alkylées. Ces 
groupements alkyles empêchent donc la réplication de l’ADN mais aussi sa transcription en ARN. Le 
Cyclophosphamide peut également former des ponts intra- ou inter-brins, empêchant ainsi la 
séparation des brins d’ADN, normalement nécessaire à la réplication ou la transcription.  
Le Rituximab est un anticorps monoclonal chimérique possédant des domaines variables 
d’origine murine et les parties constantes d’une IgG humaine. La région variable murine reconnait 
spécifiquement le CD20, exprimé à la surface des LB normaux et malins. Sa liaison avec sa cible 
entraine la mort cellulaire par différents mécanismes : il induit la cytotoxicité cellulaire dépendante 
des anticorps (ADCC),  la cytotoxicité dépendante du complément (CDC) et enfin l’apoptose par 
l’activation de diverses voies intracellulaires. Utilisé seul à la posologie conventionnelle (375mg/m²), 
le Rituximab est peu efficace dans la LLC, probablement à cause de la faible expression du CD20 dans 
cette pathologie. C’est son association avec la chimiothérapie qui rend son utilisation intéressante en 
améliorant le taux de réponse complète, de survie sans progression et surtout de survie globale[131]. 
Il a un effet synergique avec la Fludarabine en diminuant le taux de protéines anti-apoptotiques 
telles que Mcl-1, s’opposant ainsi au mécanisme de résistance à la Fludarabine.  
Un essai prospectif nommé « CLL8 », mené sur plus de 800 patients a démontré l’efficacité 
supérieure de l’association FCR par rapport au traitement de référence précédent qui combinait 
uniquement Fludarabine et Cyclophosphamide (FC)[97]. Les patients du bras FCR présentent une 
meilleure réponse au traitement, une meilleure survie sans progression et une meilleure survie 
globale par rapport au bras FC.  
Chez les patients présentant une del17p, le traitement doit être adapté car ils sont 
réfractaires aux analogues des purines et aux agents alkylants. En effet, la délétion de TP53 rend les 
cellules résistantes à l’apoptose induite par les dommages à l’ADN. Dans cette situation, c’était 
principalement l’Alemtuzumab, un anticorps monoclonal humanisé (seules les régions hypervariables 
sont d’origine murine) dirigé contre le CD52 qui était utilisé [132]. Le CD52 est une protéine 
membranaire fortement exprimée par les lymphocytes matures mais pas par les progéniteurs 
hématopoïétiques, les plaquettes ou les érythrocytes. Cependant, suite à la perte de son Autorisation 
de Mise sur le Marché (AMM) pour la LLC en 2012, ce sont de nouvelles molécules inhibitrices de la 
voie de signalisation du BCR qui sont à présent utilisées (cf : Chapitre 4.b). Pour les patients jeunes 
(<65 ans), il peut également être envisagé de proposer une greffe de moelle osseuse allogénique en 




3. Traitements de la rechute 
A l’heure actuelle, il n’existe pas de traitement curatif pour la LLC. Les rechutes après 
traitement sont donc inévitables et dépendent des facteurs pronostiques propres à chaque patient. A 
l’image de la stratégie thérapeutique au diagnostic, la rechute ou la progression n’impliquent pas 
forcément d’initier un nouveau traitement immédiatement. Les critères de mises en route d’une 
nouvelle ligne thérapeutique sont les mêmes que lors de la décision initiale de traitement. Dans la 
mesure du possible, l’inclusion dans un essai clinique doit être proposée, en particulier pour les 
patients réfractaires qui pourront alors bénéficier de nouveaux agents expérimentaux ou de 
nouvelles combinaisons thérapeutiques.  
Chez les patients sans del17p et après une première rechute tardive (rémission > à 2 ans) il 
est indiqué de ré-initier le même traitement à base de Fludarabine qu’en première ligne. Si le 
Rituximab n’avait pas été utilisé, il est recommandé de le rajouter et si le protocole FCR n’avait pas 
été choisi en première ligne il convient de l’utiliser en deuxième intention. 
En cas de LLC réfractaire (rechute < à 2 ans) et/ou de del17p, le taux de réponse au 
traitement de deuxième ligne est faible (20-50%) et la survie globale est courte et il faut plutôt 
proposer une greffe de moelle osseuse allogénique aux patients. Pour ceux qui ne sont pas éligibles à 
cette procédure, le traitement de deuxième ligne peut comporter de l’Alemtuzumab (associé ou non 
aux corticoïdes) ou de nouveaux agents thérapeutiques après inclusion dans un protocole d’essai 
clinique. 
 
4. Nouveaux traitements 
a. Ciblage thérapeutique par les anticorps monoclonaux 
Le succès thérapeutique du Rituximab et de l’Alemtuzumab ont révolutionné la prise en 
charge de la LLC. Aujourd’hui, d’autres cibles thérapeutiques présentes à la surface des cellules 
leucémiques sont exploitées. Des essais cliniques sont actuellement menés avec des anticorps 
monoclonaux ciblant entre autres le CD19 (ex : XmAb5574)[133], le CD40 (ex : Lucatumumab)[134] et 
le CD37 (ex : 37.1)[135]. Outre le Rituximab, d’autres anticorps ciblant le CD20 sont également 
développés afin d’améliorer son efficacité. Par exemple, l’Ofatumumab, entièrement humanisé, 





b. Ciblage thérapeutique de la voie de signalisation du BCR 
L’accumulation depuis plusieurs années d’arguments démontrant le rôle crucial de la voie de 
signalisation du BCR dans la pathogenèse de la LLC en a fait une cible de choix pour de nouvelles 
thérapies. Le développement récent de drogues ciblant des enzymes centrales pour la propagation 
du signal d’activation comme BTK et la PI3Kδ a déjà démontré l’intérêt et l’efficacité de cibler la voie 
du BCR dans la LLC (Figure 14). Les cas de 2 inhibiteurs ayant obtenu leur AMM en 2014 sont décrits 
en exemple : 
 L’idelalisib est un inhibiteur spécifique de la PI3Kδ, isoforme majeure de la PI3K exprimée 
dans la lignée lymphoïde. C’est un inhibiteur réversible, très sélectif, qui montre peu d’activité envers 
les autres membres de la famille des PI3K. Une étude clinique de phase 3 parue en 2014, en double 
aveugle et randomisée sur 220 patients, montre que ce nouvel agent thérapeutique est bien toléré et 
efficace dans le traitement de la LLC en rechute. Les patients ayant reçu l’association 
Idelalisib/Rituximab présentent une PFS, un taux de réponse globale et une survie globale améliorée 
par rapport au groupe contrôle n’ayant reçu que du Rituximab[137]. Suite à cette publication, 
l’Idelalisib en association avec le Rituximab a reçu une AMM en 2014 pour le traitement de la LLC en 
rechute ou réfractaire après 2 lignes de traitement (ou en 1ère ligne lors d’une del17p/mutation 
TP53). L’effet de l’Idelalisib passe par le blocage de l’adhésion des cellules leucémiques aux cellules 
du microenvironnement des centres de prolifération, induisant une augmentation de la 
lymphocytose transitoire et une diminution de la taille des ganglions. En l’absence des signaux 
fournis par le stroma, les cellules sont alors plus sensibles à l’apoptose[138, 139].  
L’Ibrutinib est un inhibiteur irréversible de la BTK et à l’image de l’Idelalisib, bloque les 
signaux émis par le microenvironnement régulant la survie, la prolifération et la migration des 
cellules dans les centres de prolifération ganglionnaires[140]. Le traitement par Ibrutinib provoque 
également une augmentation transitoire de la lymphocytose et une réduction de la taille des 
ganglions. Cet inhibiteur a été montré comme étant efficace en monothérapie[141] et a obtenu son 
AMM en 2014 pour le traitement des LLC en rechute/réfractaire (ou en 1ère ligne avec délétion 
17p/mutation TP53) en monothérapie. Une étude récente démontre également sa tolérance et son 
efficacité en association avec le Rituximab sur une petite cohorte de patients[142].  
 Ces thérapies sont mieux tolérées que les chimiothérapies classiques et sont également 
efficaces chez les patients ayant des facteurs pronostiques défavorables. Leur utilisation ouvre ainsi 
de nouvelles perspectives pour la prise en charge thérapeutique des patients âgés, moins aptes à 
supporter la chimiothérapie, en rechute après plusieurs lignes de traitement ou présentant des 




L’incidence croissante de la LLC due au vieillissement de la population ainsi que son 
incurabilité font de la prise en charge de cette pathologie un enjeu majeur de santé publique. La LLC 
est caractérisée par une très grande hétérogénéité en termes d’évolution et de réponse aux 
thérapeutiques actuelles, reflétant une hétérogénéité des causes moléculaires de la pathologie. 
Le développement des techniques transcriptomiques et du séquençage à large échelle ont 
permis de mettre en évidence la dérégulation de l’expression des gènes dans la LLC. Une meilleure 
compréhension de ces dérégulations, qu’elles soient à l’origine ou une conséquence de la maladie, 
serait donc susceptible d’améliorer la prise en charge des patients mais aussi de définir de nouvelles 












































Les données de la littérature suggèrent depuis maintenant plusieurs années que les snoARN 
pourraient avoir d’autres fonctions que celles initialement décrites et auraient un rôle dans différents 
types de pathologies. Les précédents travaux de mon équipe montrent qu’il y a une dérégulation des 
snoARN en particulier dans les hémopathies malignes et qu’ils pourraient potentiellement servir de 
marqueurs pronostiques. De plus, certains semblent avoir de nouvelles fonctions, notamment dans 
la régulation du cycle cellulaire. Au début de ma thèse, aucune étude n’avait été menée sur les 
profils d’expression des snoARN dans le contexte de la LLC. L’identification de nouveaux marqueurs 
pronostiques comme les anomalies moléculaires et cytogénétiques ont permis de définir de 
nouveaux groupes de risque mais peu sont utilisés en routine. La prédiction de l’évolution de la LLC 
reste un enjeu majeur pour sa prise en charge thérapeutique et nécessite toujours la découverte de 
nouveaux biomarqueurs. 
Sur la base de ces différentes données, les objectifs de ma thèse ont été : 
A) Etablir le profil d’expression des snoARN dans la LLC 
J’ai ensuite corrélé les données transcriptomiques et les données clinico-biologiques afin d’évaluer 
l’impact pronostique des snoARN dans la LLC et d’identifier de nouveaux groupes cliniques de 
patients. 
B) Déterminer l’impact fonctionnel de la dérégulation des snoARN dans la LLC 
La seconde partie de mon travail a consisté à définir si de nouvelles fonctions pouvaient être 
attribuées aux snoARN trouvés dérégulés dans la LLC et leur impact potentiel dans l’émergence ou la 







































Le premier objectif de mon travail a été d’établir le profil d’expression global des snoARN 
dans la LLC. Pour cela, j’ai utilisé une technique de PCR quantitative à haut débit « Fluidigm » et 
analysé le niveau d’expression de 221 snoARN, couvrant ainsi un plus des deux tiers des snoARN 
décrits. Pour des raisons techniques (séquences rendant difficile le design des amorces, spécificité 
des amorces, redondance entre certains snoARN), je n’ai pas pu concevoir ou valider des amorces 
pour tous les snoARN décrits. La collaboration avec le Dr Loïc Ysebaert m’a permis d’avoir accès à 
une cohorte d’exploration et une cohorte de validation annotées pour les marqueurs pronostiques 
classiques mais aussi pour les marqueurs pronostiques récemment décrits. Nous avons choisi 
d’établir le profil d’expression des snoARN dans une population enrichie en patients de mauvais 
pronostic afin de caractériser des snoARN spécifiques des différents groupes de risque. Les 
caractéristiques cliniques des 2 cohortes sont résumées dans le Tableau 7 (cf : Matériels et 
Méthodes).  
 
A. Le profil d’expression des snoARN est-il modifié dans la LLC ? 
J’ai tout d’abord étudié le profil d’expression des snoARN chez les 59 patients naïfs de 
traitement de la cohorte d’exploration et 5 échantillons de LB normaux CD19+. L’analyse non 
supervisée montre que les patients ne se regroupent pas selon leurs caractéristiques cliniques ou 
moléculaires mais sont plutôt distribués de façon aléatoire le long du dendrogramme (Figure 17). En 
revanche les LB normaux CD19+ s’associent, (bien que leur sous-groupe reste proche d’un autre sous-
groupe de LLC), suggérant que le phénotype leucémique modifie le profil d’expression des snoARN 
par rapport aux LB normaux (Figure 17).  
 
1. Signature minimale différenciant LLC et LB normaux CD19+ 
Afin de déterminer la signature minimale de snoARN capables de différencier les échantillons 
de LLC des LB normaux CD19+, j’ai utilisé la méthode de sparse Partial Least Square-Differential 
Analysis ou sPLS-DA (cf : Matériels et Méthodes) qui m’a permis d’obtenir une signature de 4 
snoARN comprenant SNORD35B, SNORD71, SNORD116-11 et SNORD116-25 (Figure 18 A-B). Après 
un nouveau clustering des patients et des contrôles uniquement avec ces 4 snoARN, il est possible de 
séparer les CD19+ des LLC sur le dendrogramme (Figure 18 C). Ces résultats ont ensuite été confirmés 
sur la cohorte de validation, démontrant ainsi la robustesse de la signature (Figure 18 D). SNORD71 
et SNORD35B sont sous-exprimés dans la LLC, tandis que SNORD116-11 et SNORD116-25 sont 
surexprimés dans la LLC. La liste des 4 snoARN de la signature, leur ARN cible, leur gène hôte et leur 




































































































































































































































































































































































































































































































































Figure 17. Profil d’expression global des snoARN dans la cohorte d’exploration 
LLC naïfs de traitement (n=59) et contrôles LB normaux CD19
+
 (n=5) 


















































































































































































































































































































































































































































































































Figure 18. sPLS-DA des LLC versus LB normaux CD19+ 
A) Graphique de la sPLS-DA des LLC (n=59) et des contrôles normaux CD19
+
 (n=5) basé sur les 4 snoARN discriminants 
B) Graphique des variables des 4 snoARN discriminants.  
C) Clustering non supervisé des LLC naïfs de traitement (n=59) et des contrôles normaux CD19
+
 (n=5) de la cohorte 
d’exploration  
D) Clustering non supervisé des LLC naïfs de traitement (n= 56) et des contrôles normaux CD19
+




2. Régulation de l’expression des gènes du locus 15q11-q13 dans la LLC 
Parmi les 4 snoARN de la signature, 2 d’entre eux font partie du cluster SNORD116 situé sur 
le locus 15q11-q13 soumis à empreinte parentale (cf : Introduction Générale, Figure 10). De façon 
intéressante, tous les variants du cluster qui ont été testés en Fluidigm sont surexprimés dans la LLC 
par rapport aux LB normaux CD19+ (Figure 19 A-B). L’exemple représentatif du niveau d’expression 
des variants SNORD116-1 et SNORD116-14 entre la LLC et les LB normaux CD19+ sont présentés en 
Figure 19 B. D’après la littérature, les exons du gène hôte de SNORD116 (SNORD116HG) produiraient 
un long ARN non codant (lncARN) dont la fonction exacte n’est pas encore connue.  
Afin de vérifier si l’augmentation de l’expression du SNORD116 pourrait être due à une 
augmentation de la transcription du gène hôte (Figure 19 C), j’ai mesuré la corrélation entre 
SNORD116 et SNORD116HG qui avait également été inclut sur la puce de Fluidigm. Pour cela, j’ai 
calculé un coefficient de Pearson entre chaque snoARN du cluster et SNORD116HG. Plus le 
coefficient se rapproche de 1 ou -1, plus la corrélation est positive ou négative. Plus le coefficient est 
proche de 0, moins il y a de corrélation. Selon la table des valeurs critiques du coefficient de Pearson, 
pour 64 échantillons (cohorte d’exploration : 59 LLC + 5 CD19+), le coefficient doit être > 0,4078 ou < - 
0,4078 pour que la corrélation soit significative (p<0,001). Les résultats obtenus montrent qu’il existe 
une forte corrélation positive entre l’expression du gène hôte et des variants du SNORD116 (Figure 
19 E). La dérégulation des snoARN du cluster SNORD116 serait donc liée à une augmentation de 
l’expression du transcrit primaire.  
En outre, SNORD109A, un autre snoARN orphelin situé en amont du cluster SNORD116 et 
également soumis à empreinte parentale est aussi surexprimé dans la LLC (Figure 19 D). Ces résultats 
suggèrent que tout le locus soumis à empreinte parentale pourrait être dérégulé. Ceci pourrait être 
dû par exemple, à une déméthylation globale du locus qui permettrait alors aux gènes d’être 
exprimés de façon bi-allélique et aux gènes dont l’expression est exclusivement neuronale d’être ré-
exprimés dans le tissu lymphoïde.  
Pour vérifier cette hypothèse, l’expression d’autres gènes situés sur le locus 15q11-q13, 
comme UBE3A, MKRN3 et NECDINE, a été mesurée par qPCR dans 20 échantillons de LLC et 4 LB 
normaux CD19+ choisis au hasard dans la cohorte d’exploration. Comme le montre la Figure 19 F, il 
n’a pas été retrouvé de différence d’expression de ces 3 gènes entre les LLC et les contrôles CD19+. 
De plus, au vu des valeurs de –ΔCt retrouvées, les gènes MKRN3 et NECDINE (ainsi que SNORD115, 
résultats non montrés) qui ont une expression restreinte au système nerveux central, peuvent être 
considérés comme non exprimés dans la LLC. Ceci suggère donc que la dérégulation du SNORD116 






















Figure 19. Etude de l’expression des gènes du locus 15q11-13 
A) Clustering non supervisé des LLC naïfs de traitement (n=59) et des contrôles normaux CD19
+
 (n=5) de la 
cohorte d’exploration sur la base de l’expression des variants du SNORD116.  
B-D) Niveau d’expression de SNORD116-1 et SNORD116-14 B),  de SNORD116HG C) et SNORD109A D). 
A-D) Les valeurs de –∆Ct du Fluidigm ont été utilisées. LLC (n=59) ; contrôles CD19
+
 (n=5). 
E) Tableau des coefficients de Pearson calculés à partir des valeurs de 2
–∆Ct du Fluidigm, entre les variants de 
SNORD116 et leur gène hôte (SNORD116HG) (n=63 : 59 LLC et 5 CD19
+
).  
F) Niveau d’expression des gènes UBE3A, MKRN3 et NECDINE. 20 LLC et 4 contrôles CD19
+
 ont été choisis au 
hasard dans la cohorte d’exploration pour la qPCR. Les valeurs de –∆Ct de la qPCR ont été utilisées.  
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3. Etude fonctionnelle du SNORD116 
La deuxième partie de mon travail a consisté à déterminer le rôle que pouvait jouer la 
dérégulation des snoARN dans l’émergence ou la progression de la LLC. J’ai choisi de m’intéresser au 
SNORD116 étant donné que le cluster est globalement surexprimé dans la LLC et qu’il a également 
été trouvé surexprimé dans les leucémies myéloïdes aigues[43] (LAM) par notre équipe et dans le 
myélome multilple[75] (MM) par l’équipe italienne d’Antonio Neri (Université de Milan). Sa 
dérégulation étant fréquente dans les cancers hématopoïétiques, il est envisageable que le 
SNORD116 joue un rôle commun dans la cancérogenèse de ces différents types cellulaires.  De plus, 
les variants du SNORD116 sont des snoARN orphelins et aucune étude ne leur a encore découvert de 
fonction, qu’elle soit physiologique ou pathologique.  
Afin d’étudier son rôle potentiel, j’ai transfecté un des variants du SNORD116 dans la lignée 
MEC-2, obtenue à partir d’une LLC en progression prolymphocytaire. J’ai évalué l’effet de sa 
surexpression sur la croissance et la viabilité cellulaire. La LLC étant également caractérisée par une 
résistance à l’apoptose, j’ai également exploré ce paramètre. Pour cela, j’ai cloné différents variants 
(SNORD116-1, SNORD116-2, SNORD116-14 et SNORD116-25) dans le vecteur pCGL-1 de façon 
intronique afin de permettre l’expression efficace des snoARN. Après vérification du niveau de 
surexpression des variants par qRT-PCR, j’ai sélectionné le vecteur portant le variant SNORD116-2 qui 
était le plus fortement exprimé 48h après la transfection (x 8).  
Le vecteur pCGL-1 vide ou contenant SNORD116-2 a été transfecté par électroporation dans 
la lignée MEC-2. 24h après la transfection, les 2 conditions ont été ensemencées à la même 
concentration et leur prolifération a été suivie par comptage journalier pendant 4 jours.  La Figure 20 
A présente les courbes de croissances des MEC-2 (n=4). Les résultats indiquent que la surexpression 
de SNORD116-2 n’affecte pas la croissance cellulaire des MEC-2.  
En parallèle, la viabilité des cellules a été suivie par un test MTS marquant l’activité 
mitochondriale. La Figure 20 B présente les courbes de viabilité des MEC-2 transfectées par le 
vecteur vide ou SNORD116-2. En accord avec les résultats précédents sur la croissance cellulaire, la 
surexpression de SNORD116-2 n’affecte pas la viabilité des cellules.  
Enfin, les LB de LLC étant caractérisés par une résistance à l’apoptose, j’ai voulu évaluer celle-
ci dans les cellules surexprimant SNORD116-2. 24h après la transfection, les cellules des conditions 
contrôle et SNORD116-2 ont été ensemencées à la même concentration. Le lendemain de 
l’ensemencement,  les cellules ont été traitées pendant 24h par 500 ng/ml de daunorubicine. La 
daunorubicine induit rapidement l’apoptose en provoquant des dommages à l’ADN. Comme la Figure 
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20 C le montre, il n’y a pas de différence significative du taux d’apoptose suite au traitement entre 
les cellules contrôle et les cellules surexprimant SNORD116-2.  
Pour conclure, cette première approche fonctionnelle par transfection transitoire d’un des 
variants du SNORD116 montre que ce dernier ne semble pas jouer de rôle dans l’augmentation de la 
















Figure 20. Analyse fonctionnelle de SNORD116-2 par transfection transitoire de MEC-2 
A)  Courbes de croissance cellulaire des MEC-2 transfectées transitoirement par le vecteur pCGL-1 vide ou 
contenant SNORD116-2. La croissance a été suivie par comptage sur cellule de Malassez pendant 4 jours.  
B) Courbes de croissance cellulaire des MEC-2 transfectées transitoirement par le vecteur pCGL-1 vide ou 
contenant SNORD116-2. La viabilité a été suivie par un test MTS pendant 4 jours. 
C) Résistance à l’apoptose des MEC-2 transfectées transitoirement par le vecteur pCGL-1 vide ou contenant 
SNORD116-2. Les cellules ont été traitées pendant 24h par 500 ng/mL de daunorubucine puis le taux 
d’apoptose a été évalué par cytométrie de flux. 












































































4. Corrélation entre SNORD71 et miR-768 
Parmi les 4 snoARN de la signature spécifique différenciant la LLC des contrôles CD19+, le 
SNORD71 est lui sous-exprimé chez les patients (Figure 21 A). Ce snoARN a été décrit dans la 
littérature comme le précurseur de miR-768, qui interviendrait dans la régulation du cycle cellulaire 
et de la synthèse protéique[54, 55] (cf : Introduction). Afin de vérifier si la sous-expression de 
SNORD71 entraine également une sous-expression de miR-768 dans la LLC, j’ai comparé en qPCR 
TaqMan son niveau d’expression entre 8 patients LLC sous-exprimant le plus SNORD71 et 6 contrôles 
CD19+ exprimant le plus SNORD71 parmi les cohortes d’exploration et de validation. Les données 
obtenues montrent qu’il n’y a pas de différence d’expression de miR-768 entre les patients et les 
contrôles (Figure 21 B). L’absence de corrélation entre l’expression de SNORD71 et de miR-768 peut 
suggérer que leur production est découplée et que la séquence mature du SNORD71 n’est pas le 
précurseur de miR-768. Une autre hypothèse pourrait être que les cellules seraient capables de 








B. Des snoARN sont-ils spécifiquement exprimés dans des sous-groupes 
pronostiques ? 
1. Analyses selon les facteurs pronostiques 
 
 
Par la suite, j’ai cherché à caractériser des snoARN spécifiquement dérégulés au sein des 
différents groupes pronostiques déjà décrits dans la littérature. Pour cela, j’ai à nouveau utilisé la 
sPLS-DA afin d’établir des signatures de snoARN pouvant différencier les patients selon leurs 
caractéristiques cliniques ou moléculaires (stade de Binet, âge au diagnostic, sexe, statut mutationnel 
IGHV, anomalies caryotypiques (FISH), caryotype complexe, mutations NOTCH1/SF3B1). Je n’ai pu 
définir aucune signature de snoARN spécifique d’un groupe pronostique assez robuste pour la 
Figure 21. Niveau d’expression de SNORD71 e miR-768 
A) Niveau d’expression de SNORD71. Les valeurs de –∆Ct du Fluidigm de la cohorte d’exploration ont été 
utilisées. LLC (n=59) ; contrôles CD19
+
 (n=5) 
B) Niveau d’expression de miR-768 3p. Les valeurs de –∆Ct d  qPCR TaqMan ont été utilisées. LLC (n = 8) 
sous-exprimant le plus SNORD71 ; CD19
+
 (n = 6) exprimant le plus SNORD71 parmi les cohortes 

































confirmer ensuite dans la deuxième cohorte de validation. Ces résultats semblent donc indiquer que 
dans notre population, les profils d’expression des snoARN ne sont pas associés aux paramètres 
clinico-biologiques conventionnels impactant le pronostic de la LLC. 
 
2. Analyse selon la TFS médiane des groupes pronostiques 
Pour aller plus loin, je me suis demandé si les profils d’expression des snoARN pouvaient être 
associés à des différences de progression de la maladie. Je me suis donc plus particulièrement 
intéressée au temps de survie sans traitement (TFS) qui correspond au temps entre le diagnostic et le 
premier traitement.  
La TFS représente le premier paramètre pronostique mesurable de l’évolution de la LLC 
puisqu’une grande partie des patients ne nécessite pas de traitement pendant de nombreuses 
années, tandis que certains progressent plus vite et requièrent la mise en place rapide d’une 
thérapie. Une TFS courte est donc synonyme d’une évolution plus rapide et d’une plus grande 
agressivité de la pathologie. Les patients inclus dans nos cohortes d’exploration et de validation ont 
une TFS médiane de 34 et 30 mois respectivement. Ces TFS médianes plutôt courtes sont cohérentes 
avec la fréquence des divers facteurs de mauvais pronostic retrouvés dans notre population.  
Après avoir séparé les patients en 2 groupes de part et d’autre de la TFS médiane, au sein de 
la cohorte d’exploration entière ou bien au sein de chaque sous-groupe pronostique, j’ai à nouveau 
utilisé la sPLS-DA pour définir des signatures de snoARN capables de différencier les patients avec 
une progression plus rapide que les autres. Encore une fois, ces différentes analyses n’ont pas pu 
mettre en évidence de signature spécifique d’une progression rapide au sein des différents groupes 
pronostiques, excepté pour les patients IGHV-M, qui sont pourtant normalement considérés comme 
de bon pronostic.  
 
3. Signature minimale différenciant les IGHV-M selon la TFS 
En effet, la sPLS-DA a permis d’identifier une signature de 20 snoARN séparant les IGHV-M 
présentant une TFS plus courte des autres IGHV-M. La liste des 20 snoARN de la signature, leur ARN 
cible, leur gène hôte et leur localisation sont présentés dans le Tableau 6. Après re-clustering non 
supervisé des patients IGHV-M sur la base de l’expression de ces 20 snoARN, les courbes de survie 
des 2 groupes formés sont significativement différentes et valident donc cette signature (Figure 22 
A). Les patients du groupe 2 surexpriment globalement les snoARN de la signature et présentent une 
TFS plus courte que le groupe 1 (log rank p = 0,048). La signature de 20 snoARN a pu être confirmée 





























Figure 22. Une signature de 20 snoARN différencie les LLC IGHV-M de TFS courte des LLC IGHV-M 
de TFS longue 
A) Clustering non supervisé des IGHV-M de la cohorte d’exploration (n=25) et courbes de Kaplan-Meier 
correspondant aux  2 groupes du clustering. La significativité de la différence entre les courbes a été évaluée 
par un Log rank test. Groupe 1 : n=11 ; Groupe 2 : n=14  
B) Clustering non supervisé des IGHV-M de la cohorte de validation (n=24) et courbes de Kaplan-Meier 
correspondant aux 2 groupes du clustering. La significativité de la différence entre les courbes a été évaluée 
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Afin de pouvoir comparer la TFS des patients sur un plus grand nombre de cas IGHV-M et 
d’effectuer des tests statistiques plus précis, j’ai regroupé les 2 cohortes pour la suite des analyses 
(25 IGHV-M de la cohorte d’exploration + 24 IGHV-M de la cohorte de validation : n=49). Après calcul 
d’un index d’expression de la signature (cf : Matériels et Méthodes, Figure 25), j’ai pu séparer les 
patients IGHV-M en un groupe surexprimant la signature (n=22) et un groupe sous-exprimant la 
signature (n=27). Les courbes de Kaplan-Meier confirment que les patients surexprimant les 20 
snoARN de la signature sont associés à une TFS plus courte (médiane : 32 mois) comparés aux 
patients la sous-exprimant (médiane : 144 mois) (log rank p = 0,0009) (Figure 23 A).  
Etonnamment, quand on rajoute les cas IGHV-NM aux précédentes courbes de survie, on 
s’aperçoit que les IGHV-M surexprimant la signature ont un profil de progression de la LLC similaire 
aux IGHV-NM, de mauvais pronostic (Figure 23 B). Ces résultats montrent que les snoARN pourraient 
permettre de mieux stratifier le risque de progression des patients IGHV-M normalement attendus 


















































Figure 23. La signature de 20 snoARN affine le pronostic des LLC IGHV-M 
A) Courbes de Kaplan-Meier comparant les IGHV-M surexprimant la signature (IGHV-M_Signature + ; n=22) 
aux IGHV-M sous-exprimant la signature (IGHV-M_Signature - ; n=27). La significativité de la différence entre 
les courbes a été évaluée par un Log rank test. 
B) Les cas IGHV-NM des cohortes d’exploration et de validation (n=82 : 41 IGHV-NM de la cohorte 




4. Lien entre la prolifération et la signature des 20 snoARN 
Un des critères majeurs indiquant qu’un patient a besoin d’un traitement est l’accélération 
du temps de doublement des lymphocytes, quand celui-ci devient inférieur à 6 mois ou est de plus de 
50% en 2 mois. Il a également été montré que le taux de thymidine kinase sérique signe l’activité 
proliférative et l’élévation de son taux est corrélée à la progression de la maladie[90, 91]. Ainsi, la 
notion de TFS peut être en partie reliée au niveau de prolifération des cellules leucémiques. 
 Afin de déterminer si les 20 snoARN de la signature pourraient être impliqués dans la 
progression plus rapide de la maladie chez les patients qui les surexpriment, 5 échantillons primaires 
de LLC ont été mis en culture pendant 6 jours en absence ou en présence d’interleukine-2 (IL-2) et de 
CpG dioxynucléotides (DSP30), induisant la prolifération des cellules de LLC. Le niveau d’expression 
des 20 snoARN de la signature a ensuite été mesuré par qRT-PCR et comparé entre la condition 
traitée (IL-2/DSP30) et non traitée (NT) (Figure 24). Suite à la prolifération des cellules leucémiques, 
le nombre de snoARN qui voient leur expression augmenter peut varier entre 11 et 17 selon les 
patients. Le niveau d’expression de 8 d’entre eux augmente systématiquement chez tous les patients 
(SNORA12, SNORA22, SNORA27, SNORA56, SNORA70, SNORD8, SNORD105B et SCARNA8). 
Etonnamment, le niveau d’expression de SNORA80 et SNORD1A diminue systématiquement chez 
tous les patients, suggérant que la prolifération seule n’est pas suffisante pour induire une 





























Figure 24. Effet de la proliferation sur le niveau d’expression des 20 snoARN de la signature 
5 échantillons primaires de patients ont été mis en culture avec (IL-2/DSP30) ou sans (NT) 50ng/mL 
d’interleukine-2 et 250 nM de CpG dioxynucléotides pour induire la prolifération. Après 6 jours de culture, le 
niveau d’expression des 20 snoARN a été mesuré par qRT-PCR. La significativité de la différence entre les 2 
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Chronic B-cell lymphocytic leukemia (CLL) is generally an indolent disease, with most 
patients surviving years without treatment although some progress more rapidly. Several 
markers (IGHV mutational status (Hamblin et al., 1999), cytogenetic abnormalities (Döhner 
et al., 2000) and recurrent gene mutations (Jeromin et al., 2014; Wang et al., 2011)) have 
helped to better stratify patient risk, but few are routinely used by clinicians and they are 
still relatively unreliable, reflecting the clinical and physiopathological heterogeneity of the 
disease. Thus there is still room for improvement or new molecular markers. Our 
understanding of the various roles of small nucleolar RNAs (snoRNAs) in cancer is expanding 
all the time. Besides their well-known function in ribosomal RNA modifications, they have 
recently been described by us and others as new biomarkers in hematological cancers 
(Ronchetti et al., 2012; Ronchetti et al., 2013; Valleron et al., 2012a; Valleron et al., 2012b). 
Notably, Ronchetti et al. (Ronchetti et al., 2013) studied a cohort of Binet stage A CLL and 
reported that a specific snoRNA signature was predictive of the outcome for early stage CLL. 
In this study, we have investigated the snoRNA expression profiles in CLL patients fully 
annotated for both the classical prognostic markers (IGHV mutational status, cytogenetic 
abnormalities, Binet stage) and recurrent somatic mutations (TP53, NOTCH1, SF3B1).  
 
Using high-throughput qPCR (Fluidigm), we first determined whether snoRNA 
profiling (n=221, covering more than two thirds of previously described snoRNAs) could 
discriminate between CLL prognostic subgroups in an exploration set of 58 treatment-naive 
CLL and 5 normal B-cells. Unsupervised hierarchical clustering showed that patients did not 
cluster together when considering criteria such as IGHV mutational status, Binet stage, age, 
gender, karyotype, FISH and NOTCH1/TP53/SF3B1mutation, but instead were scattered 
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along the dendrogram (Fig S1). Supervised analysis also did not find a snoRNA signature 
specific to the conventional clinico-biological parameters. Therefore, this suggested that 
snoRNA expression profiles were not associated with the aforementioned factors impacting 
on CLL outcome. The apparent contradiction between our results and those by Ronchetti et 
al. (Ronchetti et al., 2013), could be explained by the differences between the 2 cohorts as 
we included more cases presenting adverse prognosis factors. 
However, in the unsupervised analysis we did observe that normal B-cells clustered 
together, suggesting that snoRNA expression profiles are influenced by leukemic phenotype. 
Sparse Partial Least Squares-Discriminant Analysis (sPLS-DA) is a mathematical method that 
can be used to determine the best gene set while also allowing discrimination between 2 
groups. Thus we used sPLS-DA to identify snoRNAs that could discriminate between normal 
B-cells and CLL cases and obtained a minimal set of 4 snoRNAs (Fig 1A-B). As shown in Fig 1C, 
SNORD35B, SNORD71, SNORD116-11 and SNORD116-25 are sufficient to separate healthy 
from leukemic cells in hierarchical clustering analysis. These results were confirmed in a 
validation cohort that included 56 new treatment-naive CLL and 5 new normal B-cells, 
stressing the robustness of this signature (Fig 1D). 
We then asked whether snoRNA profiles could be associated with differences in CLL 
progression. To this end we focused on TFS which is the first prognostic parameter in the 
disease course, since some patients with CLL remain therapy-free for many years while 
others rapidly progress and require treatment. The patients included in our exploration and 
validation cohorts had a median TFS of 34 and 30 months respectively (in-keeping with the 
frequency of adverse biological risk factors in our population). We could not demonstrate 
any dysregulation of a specific set of snoRNAs based either on the median TFS of the 
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exploration cohort or among the different subtypes, with the exception of the IGHV-M 
patients. Most IGHV-M patients display a prolonged TFS but snoRNA expression profiles 
allowed us to divide them into 2 prognostic subgroups. By using sPLS-DA we were able to 
identify a set of 20 snoRNAs (Table SIII) that are globally overexpressed among IGHV-M 
patients with an unexpectedly short TFS (Fig S2). In order to increase the number of IGHV-M 
patients, we therefore merged the exploration and validation cohorts to compare TFS 
between IGHV-M patients with a high expression of the 20 snoRNAs, IGHV-M patients with a 
low expression of the 20 snoRNAs (according to the signature expression index in Fig S3) and 
IGHV-unmutated (IGHV-UM) patients. Kaplan-Meier curves confirmed that patients 
overexpressing the 20 snoRNAs were associated with a shorter TFS (median: 32 months) 
compared to patients underexpressing the 20 snoRNAs (median: 144 months) (Fig 2A). 
When adding IGHV-UM to the Kaplan-Meier curves, we observed that IGHV-M patients with 
a high expression of the 20 snoRNAs had a similar TFS as IGHV-UM patients (Fig 2B). This 
observation led us to postulate that IGHV-M patients with greater progression potential 
could be further classified using snoRNAs. However, due to the low number of IGHV-M cases 
in our cohort this signature needs further validation in a larger prospective set of IGHV-M 
patients. 
We then investigated a putative function of these snoRNAs in CLL proliferation. One 
of the main criteria indicating the need to initiate treatment is increased lymphocyte 
doubling time (Hallek et al., 2008). Thus, a shorter TFS can be related to increased cell 
proliferation. Therefore, we treated primary cells from 5 CLL patients with 
immunostimulators (IL-2 and CpG oligonucleotides) to induce proliferation (Fig S4A). We also 
induced the proliferation of normal B-cells using LPS and anti-IgM (Fig S4B) to assess for the 
potential abnormal regulation of snoRNAs in CLL. Following proliferation, quantification of 
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the 20 snoRNAs showed that 11 to 17 of them had an increased expression in CLL, 
depending on the patient (Fig S5). Similarly, 15 to 18 of them had an increased expression in 
normal B-cells, depending on the donor (Fig S6). This suggests that most of the 20 snoRNAs 
could be functionally relevant in a proliferation context. Interestingly, the comparison of the 
fold change in expression of the 20 snoRNAs between CLL and normal B-cells shows that 
only 7 snoRNAs were consistently upregulated following proliferation in both normal B-cells 
and CLL. Two snoRNAs (SNORA80; SNORD1A) were even consistently downregulated in CLL 
(Fig S5). These results indicate that some snoRNAs are deregulated in response to 
proliferation in CLL. Nevertheless, since the 20 snoRNAs of the signature are globally 
upregulated in short TFS IGHV-M patients, our results imply that the signature reflects more 
than just the proliferation potential of the leukemic cells. Other factors affecting TFS, such as 
increased resistance to apoptosis, should also be explored to assess their impact on snoRNA 
expression.  
Taken together, these results suggest that snoRNA expression profiles could be used 
as new biomarkers to refine the classification of IGHV-M CLL and should be further explored 
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Figure 1. Sparse PLS-DA of the most discriminant snoRNAs between CLL and CD19 samples. 
(A) Variable plot of the 4 discriminating snoRNAs. (B) sPLS-DA plot of CLL (n=58) versus CD19 
samples (n=5) based on 4 discriminating snoRNAs. (C-D) Unsupervised hierarchical clustering 
of CLL and CD19 samples based on the 4 snoRNA signature in the exploration (C) and 
validation (D) cohorts. 
 
Figure 2. A 20 snoRNA-signature identifies low- and high-risk CLL among IGHV mutated 
patients.  
(A) Kaplan-Meier curves of the 2 IGHV-M groups identifying a low-risk group  (group 1) 
characterized by the low expression of the 20 snoRNAs and a high-risk group (group 2) 
characterized by the high expression of the 20 snoRNAs. Log rank test, p=0.009. (B) Kaplan-
Meier curves of the 2 IGHV-M high- (group 2) and low- (group 1) risk groups and the IGHV-
UM group. (C) Fold change in expression of the 20 snoRNAs in the signature between 
untreated and IL-2/CpG ODN (CLL) or LPS/αIgM (normal B-cell) conditions. 5 CLL samples or 
4 normal B-cell samples were cultivated for either 6 days with or without 50 ng/ml IL-2 and 
250 nM CpG ODN or 4 days with 10 µg/ml LPS and 30 µg/ml αIgM, respectively. The 
variation in expression of the 20 snoRNAs in untreated versus matching IL-2/CpG ODN or 
LPS/αIgM samples was assessed by quantitative RT-PCR and a paired t-test (p<0.05). 



































































































































100 IGHV-M group 1
IGHV-M group 2



































Data S1. Supplementary methods 
 
Patients and healthy donors 
Peripheral blood samples from treatment-naive CLL patients (n=117), relapse-patients 
(n=22) or healthy donors (n=10), were collected after obtaining informed consent in 
accordance with the Declaration of Helsinki. Patient characteristics are described in Table SI. 
 
After separation by Ficoll centrifugation, CLL cells were stored as frozen samples at the 
HIMIP collection. In accordance with French law, the HIMIP collection has been declared to 
the Ministry of Higher Education and Research (DC 2008-307 collection 1) and a transfer 
agreement has been obtained (AC 2008-129) after approbation by ethical committees (the 
Comité de Protection des Personnes Sud-Ouest et Outremer II and the APHP ethical 
committee). The clinical and biological annotations have been declared to the CNIL (Comité 
National Informatique et Libertés).  
 
CLL cells were negatively selected using the EasySep Neg Human B-Cell without CD43 Kit 
(StemCell Technologies), according to the manufacturer's instructions.  
 
Peripheral blood samples from healthy donors were obtained from the Etablissement 
Français du Sang (Toulouse, France). After separation by Ficoll centrifugation, CD19+ control 
B-cells were positively selected using the EasySep Human CD19+ Kit (StemCell 
Technologies), according to the manufacturer's instructions. Healthy donors were randomly 
split into 2 groups. 
 
A purity ≥ 95% for each sample was assessed by flow cytometry on a FacsCalibur (BD 
Biosciences). 
 
RNA isolation and cDNA synthesis 
Total RNA from thawed samples was extracted with the TRIzol reagent (Ambion). The purity 
and concentration of RNA was determined using a Nanodrop 2000 (Thermo Fischer 
Scientific). RNA integrity was evaluated using the RNA 6000 Nano Chip kit on a 2100 
Bioanalyzer (Agilent Technologies). Only RNA extracts with RNA integrity number values ≥ 7 
underwent further reverse transcription. 1 µg (Fluidigm experiment) or 100 ng (CLL 
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proliferation assay) RNA was reverse transcribed into cDNA with the QuantiTect Reverse 
Transcription Kit (Qiagen). 
 
Fluidigm experiment 
SnoRNA expression analysis was performed using the BioMark 96×96 gene expression 
platform according to the manufacturer’s instructions (Fluidigm). Primers used are listed in 
Table SII. Actin, RPS14, ABL1, 18s and MLN51 were chosen as reference genes using the 
NormFinder algorithm. 
 
Cell proliferation assays 
Different protocols had to be used to induce proliferation in normal B-cells compared to CLL 
cells since normal B-cells are not responsive to interleukin-2 (IL-2) and CpG 
oligodinucleotide (CpG ODN) and, conversely, CLL cells are not responsive to 
lipopolysaccharide (LPS) and anti-IgM antibodies (αIgM). 
 
- CLL proliferation assay 
Peripheral blood mononuclear cells from CLL samples were cultivated at 10x106 cells/ml for 
6 days under 2 conditions: untreated (UT) or treated (IL-2/CpG ODN) with 50ng/ml IL-2 
(Humanzyme) + 250nM CpG ODN (DSP30, TIB-Molbiol) to induce proliferation, as 
previously described (Gross et al. 2010). The 20-snoRNA signature variation of expression 
between UT and IL-2/CpG ODN matching samples was assessed by qRT-PCR at day 6.  
 
- Normal B-cell proliferation assay 
Normal B-cells from healthy donors were purified using an EasySepHuman B Cell 
Enrichment Kit (StemCell Technologies) and cultivated at 5x106 cells/ml for 4 days under 2 
conditions: untreated (UT) or treated (LPS/αIgM) with 10µg/ml LPS (Sigma) + 30µg/ml 
AffiniPure F(ab')₂ Fragment Goat Anti-Human IgM, Fc5µ fragment specific (Jackson 
Immunoresearch) to induce proliferation. The variation in expression of the 20 snoRNA 
signature between UT and LPS/αIgM matching samples was assessed by qRT-PCR at day 
4.  
 
Cell proliferation follow-up 
Fractions of UT and IL-2/CpG ODN or LPS/αIgM cells were stained at day 0 with 
carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE) using the CellTrace CFSE Cell Proliferation Kit 





Unsupervised hierarchical clustering and heatmap generation were performed on R using 
Euclidean distance and Ward linkage.  
 
For the snoRNA molecular signatures, the sparse Partial Least Squares-Discriminant 
Analysis (sPLS-DA) method was used with R package mixOmics. sPLS-DA is a 
mathematical method used here to determine the best gene set while allowing discrimination 
between the 2 groups.  
 
For the unsupervised analysis only treatment-naive samples were included since any 
previous treatment could have modified the snoRNA expression profile.  
For the supervised analysis all samples were included since we were looking for snoRNAs 
consistently associated with the same marker, irrespective of the disease state. 
 
To separate patients into 2 groups according to their down-regulation or up-regulation of the 
20-snoRNA signature, an expression index was established by calculating the mean 
expression level of the 20 snoRNAs for each patient; they were then separated across a 
threshold set at 0.24 (Supplementary Figure S3).  
 
Treatment-Free Survival (TFS) was calculated as time from diagnosis to first treatment.  
 
The Kaplan-Meier method was used to generate survival curves that were compared using a 
log-rank test (GraphPad Prism v5).  
 
A paired t-test was used to compare UT and IL-2/CpG ODN or LPS/αIgM matching samples 
(p value < 0.05) 
 
Reference: 
 Gross, E, L’Faqihi-Olive, F-E,Ysebaert, L, Brassac, M, Struski, S,Kheirallah, S,Fournié, J-
J,Laurent, G,and Quillet-Mary, A. (2010) “B-Chronic Lymphocytic Leukemia 
Chemoresistance Involves Innate and Acquired Leukemic Side Population Cells.” 




Additional Figures and Tables 
 
Fig S1. SnoRNA expression profiles in CLL and CD19+ control samples. 
High-throughput quantitative RT-PCR was carried out on 221 snoRNAs in 58 treatment-naive 
CLL samples and 5 CD19+ control B-cells. Unsupervised hierarchical clustering with 
Euclidean distance and Ward linkage was performed with R software. Each column 
represents a sample and each row represents a single snoRNA. Gene expression levels are 
depicted according to the color scale where varying shades of red and green indicate up- 
and down-regulation, respectively. The IGHV mutational status of the patients is specified 




















































































































































































































































































































































































































































































































































20 snoRNA signature expression index





Mean expression level (2-∆Ct)
0,24
Fig S2. A 20 snoRNA signature identifies low- and high-risk CLL among IGHV-
mutated patients. 
(A) Unsupervised hierarchical clustering of IGHV-mutated patient samples based on the 20 
snoRNA signature obtained with sPLS-DA. (B) Kaplan-Meier curves comparing TFS of group 



















Fig S3. 20 snoRNA signature expression index. 
The mean expression of the 20 snoRNAs has been calculated. The threshold allowing the 
separation of the patients in a group overexpressing or underexpressing the 20 snoRNA 


























































































Fig S4. CFSE dilution after proliferation induction in CLL and normal B-cells. 
Normal B-cells or CLL cells were stained with CFSE and then treated or not with LPS/αIgM 
or IL-2/CpG ODN respectively. CFSE dilution was monitored at day 4 for normal B-cells and 






























Fig S5. Expression levels of the 20 snoRNAs in the signature after proliferation 
induction in CLL. 
Quantitative RT-PCR of the 20 snoRNAs with or without the induction of proliferation of 5 
CLL samples. These samples were either cultivated at 10x106 cells/ml for 6 days with 
50ng/ml IL-2 and 250nM DSP30 (IL-2/CpG ODN) to stimulate proliferation, or were left 
untreated (UT). Cells from each condition were harvested at day 6 and the variation in 
expression of the 20 snoRNAs between UT and matching IL-2/CpG ODN samples was 
































































































































































































Fig S6. Expression levels of the 20 snoRNAs in the signature after proliferation 
induction in normal B-cells. 
Quantitative RT-PCR of the 20 snoRNAs with or without the induction of proliferation of 4 
normal B-cell samples. The 4 normal B-cell samples were either cultivated at 5x106 cells/ml 
for 4 days with 10µg/ml LPS and 30 µg/ml anti-IgM to induce proliferation (LPS/αIgM), or 
were left untreated (UT). Cells from each condition were harvested at day 4 and the variation 
in expression of the 20 snoRNAs between UT and matching LPS/αIgM samples was 




















































































































































































































Table SI. Patient characteristics of the exploration and validation cohorts 
The “Treatment” variable gives the number of patients that had and had not received 
treatment at the time of the analysis. Samples collected at “Diagnosis” were obtained from 
treatment-naive CLL patients whereas samples collected at “Relapse” were obtained from 
CLL patients that had received at least a first line of chemotherapy. 


























Exploration Cohort Validation Cohort 
Total: 70 
 
 Total: 69 
Variable   N (% of total)  N (% of total) 
Age <65 33 (47)  35 (51) 
>65 37 (53)  34 (49) 
Sex Male 40 (57)  48 (70) 
 
 Female 30 (43)  21 (30) 
Binet A 29 (41)  22 (32) 
B 29 (41)  31 (45) 
C 13 (18)  16 (23) 
Treatment Yes 58 (83)  63 (91) 
 
 No 12 (17)  6 (9) 
IGHV Mutated 25 (36)  24 (35) 
Unmutated 41 (58)  41 (59) 
 
 n.d 4 (6)  4 (6) 
Mutation NOTCH1 11 (16)  10 (14) 
SF3B1 2 (3)  6 (9) 
 
 TP53 3 (4)  1 (1.4) 
Cytogenetic del13q (total) 27 (39)  25 (36) 
abnormalities del13q (alone) 12 (17)  15 (22) 
Tri12 17 (24)  13 (19) 
del11q 13 (19)  11 (16) 
del17p 7 (10)  6 (9) 
 
 Complex karyotype 19 (27)  13 (19) 
Samples obtained at Diagnosis 58 (83) 56 (81) 

























Au cours de ce travail de thèse, je me suis attachée à identifier les modifications du profil 
d’expression des snoARN dans la LLC et à les corréler aux différents paramètres cliniques ou 
biologiques des échantillons de patients testés.  
 
A. Choix de la contrepartie saine de la LLC 
Etant donné l’absence de données identifiant formellement la cellule à l’origine de la LLC, il 
reste difficile à l’heure actuelle de choisir un contrôle normal adéquat. J’ai utilisé ici des LB CD19+ 
issus de sang périphérique de donneur sain, facilement isolables et surtout se rapprochant le plus du 
compartiment circulant leucémique non proliférant. L’inconvénient de ce contrôle reste qu’il est 
constitué d’un pool de LB aussi bien naïfs que matures. Cependant, il semble qu’il y ait moins de 
snoARN différentiellement exprimés entre ces contrôles sains et les cellules de LLC que ce qui a pu 
être montré dans de précédentes études. En effet, dans le cas des lymphomes T périphériques, des 
leucémies aigues lymphoblastiques et des leucémies aigues myéloïdes, il a été retrouvé une sous-
expression globale des snoARN dans les cellules tumorales, à l’image de la sous-expression des 
microARN dans le cancer[43, 54]. Cette différence entre la LLC et ces autres hémopathies malignes 
pourrait s’expliquer par le fait que dans cette étude, les cellules tumorales analysées proviennent du 
sang périphérique des patients et non pas des centres prolifératifs ganglionnaires. Ainsi, les cellules 
tumorales quiescentes composant le compartiment circulant présenteraient un profil d’expression 
des snoARN plus proche des contrôles sains. Ceci est supporté par l’observation faite dans notre 
laboratoire que le lymphome folliculaire, un lymphome également indolent, ne présente pas de sous-
expression globale des snoARN[148]. Afin de vérifier cette hypothèse, il serait utile d’établir le profil 
d’expression des snoARN de cellules de LLC provenant directement des centres prolifératifs. Ils 
pourraient alors être comparés aux LB leucémiques circulants et à différents contrôles (CD19+ du 
sang périphérique, LB matures CD27+, LB de la zone marginale,…). Une étude très récente démontre 
justement un profil d’expression des gènes différent entre les cellules leucémiques provenant des 
centres prolifératifs ganglionnaires et les cellules leucémiques circulantes. En effet, les cellules de LLC 
des ganglions présentent une augmentation significative de l’activation des voies de signalisation 
liées à la survie, la prolifération et l’échappement à la réponse immunitaire anti-tumorale marquant 





B. Altération du profil d’expression des snoARN dans les cellules de LLC 
1. Analyse différentielle 
Au cours de ma deuxième année de thèse, une étude menée par l’équipe italienne d’Antonio 
Neri a dressé le profil d’expression des snoARN dans une cohorte de LLC uniquement composée de 
patients en stade de Binet A[144]. Dans cette étude, Ronchetti et al. comparent le profil d’expression 
des snoARN de LLC aux profils d’expression des snoARN de différents contrôles B sains. Par une 
analyse supervisée simple, ils trouvent une centaine de snoARN différentiellement exprimés entre la 
LLC et les LB CD19+ normaux issus de sang périphérique. J’ai réalisé le même type d’analyse sur ma 
cohorte d’exploration et ai trouvé 17 snoARN dérégulés que j’ai pu ensuite valider sur la deuxième 
cohorte (Tableau supplémentaire 2). Parmi les 17 snoARN, 5 sont communs avec les snoARN 
dérégulés dans la cohorte italienne (SNORA74A, SNORD116-1, SNORD116-11, SNORD116-16 et 
SNORD116-25).  
Plusieurs faits peuvent expliquer les divergences entre ces 2 études. Premièrement, les 
populations analysées sont très différentes. En effet, Ronchetti et al. n’ont inclus que des patients de 
stade précoce (Binet A) et généralement de bon pronostic (majorité d’IGHV-M, peu de del11q et de 
del17p) tandis que nos cohortes sont enrichies en patients de très mauvais pronostic. 
Deuxièmement, l’équipe italienne utilise une technique de microarray tandis que dans mon étude j’ai 
utilisé une technique de qPCR. Il arrive que certaines données obtenues en microarray ne soient pas 
totalement reproductibles en qPCR et réciproquement, du fait de biais techniques (hybridation en 
microarray, efficacité des amorces en qPCR,…). J’ai également établi le seuil minimal du fold change à 
3 pour considérer un snoARN comme étant dérégulé afin d’éliminer au maximum les faux-positifs. 
Etant donné l’abondance des snoARN, il est plus probable qu’il faille un niveau élevé de sur- ou sous-
expression pour que la dérégulation ait un impact physiologique. Dans l’étude italienne, le seuil 
minimal de fold change est plus bas, les snoARN étant considérés comme significativement dérégulés 
à partir de 2,2 fois. Enfin, l’équipe d’Antonio Neri n’a pas validé les snoARN dérégulés dans une 
deuxième cohorte. Afin de prouver qu’une molécule est un biomarqueur (diagnostique ou 
pronostique), il est d’usage qu’elles soient confirmées dans une cohorte de validation afin de 
corroborer les résultats initialement obtenus. Les données de l’étude italienne ayant été obtenues 
avec un seuil de différentiel d’expression moins élevé et une seule technique, il est raisonnable 
d’estimer qu’il est d’autant plus nécessaire que ces snoARN soient à nouveau étudiés dans une 





2. Identification d’une signature de 4 snoARN spécifiques de la LLC par sPLS-DA 
Afin de déterminer des signatures de snoARN spécifiques de la LLC ou des différents sous-
groupes pronostiques, j’ai choisi d’utiliser la sPLS-DA. Etant donné que dans notre cohorte, aucun 
snoARN n’était exclusivement sur- ou sous-exprimé chez tous les patients ou chez tous les contrôles, 
cette méthode a permis d’identifier une combinaison de snoARN capables de discriminer au mieux 2 
groupes préalablement définis.  
J’ai pu identifier une signature minimale de 4 snoARN comprenant SNORD35B, SNORD71, 
SNORD116-11 et SNORD116-25, différenciant les LLC des contrôles normaux CD19+. Cette signature a 
en outre été validée sur une deuxième cohorte démontrant ainsi sa robustesse. Ces résultats, 
auxquels peuvent être ajoutée l’analyse d’expression différentielle, démontrent que, comme dans les 
autres hémopathies malignes précédemment étudiées par notre équipe ou d’autres, le profil 
d’expression des snoARN est également altéré dans la LLC. Excepté SNORD35B qui est un snoARN 
canonique, tous les snoARN de cette signature ont déjà été trouvés dérégulés dans différentes 
hémopathies malignes.  
 
a. SNORD71, précurseur de microARN ? 
SNORD71 est retrouvé sous-exprimé dans la LLC. Par des méthodes bio-informatiques, ce 
snoARN est prédit pour être le précurseur de miR-768 puisque leurs séquences se chevauchent. Une 
des cibles de miR-768 serait le facteur de traduction eIF4E[55]. Dans un article précédent de l’équipe 
auquel j’ai participé (cf : Annexe), nous avons montré que SNORD71 et miR-768 étaient surexprimés 
chez les patients atteints de lymphomes T périphériques de meilleur pronostic. La surexpression de 
miR-768 perturbe le cycle cellulaire en bloquant l’entrée des cellules en phase S. Ainsi, la sous-
expression de SNORD71 dans la LLC pourrait s’expliquer par le besoin pour les cellules leucémiques 
de diminuer le taux de miR-768 afin de faciliter la prolifération, en augmentant le niveau de 
traduction protéique et en activant le cycle cellulaire. Mes résultats montrent pourtant que le taux 
de miR-768 ne varie pas entre la LLC et les contrôles CD19+. Plusieurs hypothèses peuvent expliquer 
ces résultats : tout d’abord, SNORD71 n’est peut-être pas le précurseur direct de miR-768. En effet, à 
l’heure actuelle, aucune étude ne montre que la production du microARN se fait à partir de la 
séquence mature du snoARN. La production du microARN et du snoARN pourrait donc être 
découplée. Ainsi, le transcrit primaire pourrait s’associer soit avec Drosha, soit avec les protéines 
canoniques des snoRNP à boîtes C/D aboutissant à la maturation soit de miR-768, soit de SNORD71 
respectivement. Bien que cela n’ait pas été décrit, il est également possible qu’il existe une séquence 
promotrice en amont de SNORD71/miR-768. D’autre part, si SNORD71 est effectivement le 
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précurseur de miR-768, en étant d’abord associé au protéines canoniques des snoRNP puis en étant 
maturé plus tard en microARN, la cellule peut être capable de contrôler différentiellement la stabilité 
du snoARN et du microARN. Ceci permettrait de réguler le taux de chaque espèce indépendamment, 
bien qu’ils appartiennent à une même unité transcriptionnelle. Ces résultats suggèrent également 
que si seul SNORD71 et non miR-768 est sous-exprimé dans la LLC, c’est que la fonction propre du 
snoARN est visée. SNORD71 pourrait donc potentiellement jouer un rôle important dans la LLC. Afin 
de savoir lequel, il serait intéressant d’étudier l’effet de sa surexpression ou de sa sous-expression 
sur la fonction ribosomique (SNORD71 a pour cible l’ARNr 5.8S) et également sur les fonctions 
cellulaires généralement affectées dans le cancer, comme la prolifération ou l’apoptose.   
 
b. Le cluster SNORD116 : dérégulation et fonction dans la LLC 
Parmi les 4 snoARN de la signature, 2 sont des variants du cluster SNORD116 et plusieurs 
études ont déjà montré qu’il était surexprimé dans les LAM, le MM et la LLC[43, 75, 144]. Ronchetti 
et al. ont notamment constaté dans la LLC que la surexpression du variant SNORD116-18 était 
associée à une PFS (Progression Free Survival) plus courte chez les patients de stades de Binet A. Mes 
résultats, ainsi que ces précédents travaux, appuient donc le fait que la dérégulation du SNORD116 
semble être un phénomène commun à différentes hémopathies malignes et j’ai donc cherché à 
déterminer les causes de cette dérégulation dans la LLC. J’ai tout d’abord montré qu’il y avait une 
corrélation entre le niveau d’expression du gène hôte SNORD116HG et les différents variants de 
SNORD116. De plus, SNORD109A, qui est produit à partir du même long transcrit primaire est 
également surexprimé dans la LLC. Ceci confirme donc que la surexpression observée est bien due, 
au moins en partie, à une augmentation de l’expression du gène hôte. La littérature a décrit dans la 
majorité des cancers des défauts de méthylation du génome parmi lesquels figure la LLC[149, 150]. 
L’expression des gènes du locus 15q11-q13 étant complexe et finement régulée par des marques 
épigénétiques, une hypothèse probable est que l’état de méthylation du locus est altéré, comme cela 
a déjà été montré dans le MM. Il semble pourtant que dans le cas du locus 15q11-q13, la 
dérégulation ne soit pas globale puisque les différents gènes dont l’expression est restreinte au 
cerveau (MKRN3, NECDINE, SNORD115) restent silencieux dans la LLC. De plus, l’expression d’UBE3A 
ne varie pas entre la LLC et les contrôles normaux. Cependant, l’étude réalisée dans le modèle du 
MM montre que la différence d’expression de SNORD116 entre les groupes cliniques ne peut pas 
uniquement s’expliquer par l’hypométhylation du centre de contrôle de l’empreinte (IC) du locus. 
Ainsi, il reste possible que l’IC du 15q11-q13 soit hypométhylé dans la LLC, mais que les marques 
répressives de la chromatine (comme la méthylation ou la déacétylation de certains résidus des 
histones) soient maintenue au niveau des gènes à mettre en silence, alors qu’elles sont perdues au 
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niveau de la séquence codant le long transcrit produisant SNORD116. Afin de déterminer 
précisément l’état de méthylation du locus il serait nécessaire d’analyser la séquence de l’IC par 
pyroséquençage après traitement de l’ADN génomique par du bisulfite de sodium (qui convertit les 
cytosines non méthylées en uracile). Une levée de l’empreinte parentale permettrait une 
transcription bi-allélique et donc une augmentation de l’expression d’environ 2 fois. De plus, les 
marques d’activation ou de répression de la chromatine participent également à la régulation de 
l’expression génique en contrôlant son état de compaction et l’accessibilité de l’ADN aux éléments 
régulant la transcription. Etant donné que les fold change observés sont d’environ 4 à 14 fois suivant 
les variants, on peut supposer qu’il y a une augmentation de la transcription, par exemple par 
l’intervention de facteurs activateurs. A l’heure actuelle, différents facteurs comme YY1, Sp1 et NRF-
1 sont décrits pour interagir avec des séquences enhancers du locus et participeraient à la régulation 
de la transcription des gènes sous contrôle de l’IC[151]. L’immuno-précipitation de la chromatine par 
des anticorps reconnaissant certaines modifications spécifiques des histones permettrait d’identifier 
les marques présentes au niveau de la chromatine du locus 15q11-q13. Il est à noter que la 
régulation de la stabilité des snoARN pourrait également jouer un rôle dans l’augmentation de leur 
taux cellulaire, en les protégeant d’une dégradation trop rapide par l’exosome. 
La dérégulation du cluster SNORD116 semblant être un phénomène courant dans les 
hémopathies malignes, ceci m’a amenée à poser la question de sa fonction cellulaire puisque les 
variants de SNORD116 font partie de la famille des snoARN orphelins. Les travaux précédents de mon 
équipe ayant déjà montré un rôle des snoARN orphelins du domaine 14q32, également soumis à 
empreinte parentale, dans la régulation du cycle cellulaire et la prolifération, j’ai évalué l’effet de la 
surexpression de SNORD116-2 sur la prolifération et la viabilité cellulaire. Les cellules de LLC étant 
typiquement résistantes à l’apoptose, j’ai également mesuré ce paramètre. Les résultats que j’ai 
obtenus par ces différentes expériences n’ont pas permis de mettre en évidence un rôle de 
SNORD116-2 sur les différentes fonctions cellulaires que j’ai choisi d’explorer.  
Les patients atteints du syndrome de Prader-Willi présentent de nombreux symptômes liés à 
une dérégulation des fonctions métaboliques et endocrines de l’hypothalamus. De nombreux gènes 
du locus 15q11-q13 ainsi que le SNORD115 sont uniquement exprimés dans le système nerveux 
central. Le SNORD116 est en revanche exprimé de façon ubiquitaire chez l’Homme, mais il est 
exclusivement neuronal chez les Rongeurs, ce qui laisse penser que sa fonction a pu se diversifier à 
d’autres types cellulaires au cours de l’évolution. Le SNORD115, situé en aval de SNORD116, jouerait 
un rôle dans l’épissage alternatif et/ou l’édition du récepteur à la sérotonine 5-HT2C. De plus, il a été 
montré que l’enzyme ADAR2 était capable d’éditer des ARN au niveau du nucléole et que SNORD115 
pouvait inhiber in vitro l’édition du 5-HT2CR[68]. Il est donc envisageable que le SNORD116 puisse 
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également participer à la régulation de l’édition ou de l’épissage d’un pré-ARNm. Une étude a 
justement tenté de déterminer les pré-ARNm cibles potentiels de SNORD116 grâce au programme 
bio-informatique SnoTARGET[152]. Les auteurs ont montré qu’environ la moitié des variants de 
SNORD116 avaient une spécificité de séquence élevée pour des séquences exoniques et qu’ils 
étaient associés de façon non aléatoire à des gènes soumis à de l’épissage alternatif. Depuis la 
publication de cet article en 2008, aucune autre étude n’a démontré l’altération de l’épissage 
alternatif des gènes cibles prédits en l’absence du cluster SNORD116. Il faut noter que dans ce travail, 
la recherche d’homologie de séquence a été faite à partir de la séquence anti-sens (ASE) 2  du 
SNORD116 (en amont de la boîte D) car la boîte C’ du SNORD116 diverge de la séquence consensus. 
En conséquence, la séquence ASE1 a été considérée comme probablement non fonctionnelle. 
Cependant, des travaux plus récents remettent en cause cette conclusion[153]. En effet, une étude 
sur le processus d’évolution des snoARN du cluster SNORD116 et SNORD115 montre que le taux de 
divergence au cours de l’évolution de la séquence ASE1 est bien plus faible que celui de la séquence 
ASE2, vraisemblablement à cause d’une pression de sélection fonctionnelle. Ainsi, d’autres analyses 
bio-informatiques étudiant les interactions possibles entre la séquence ASE1 et les pré-ARNm 
pourrait révéler de nouvelles cibles d’intérêt. Pour conclure, le rôle fonctionnel de SNORD116 reste 
encore à l’heure actuelle peu clair. L’effet de sa délétion dans le PWS indique un rôle important lors 
du développement neuronal mais n’exclut pas une fonction plus générale puisque son expression est 
retrouvée dans tous les tissus. Un argument supplémentaire en faveur d’une divergence 
fonctionnelle de SNORD116 entre l’Homme et les Rongeurs est que les modèles murins délétés pour 
le cluster SNORD116 reproduisent certains symptômes du PWS, mais pas les symptômes majeurs que 
sont l’hypotonie et l’obésité[77, 154].  
Enfin, il ne faut pas exclure le rôle que pourrait jouer le gène hôte de SNORD116. En effet, les 
exons de SNORD116 sont épissés en un lncARN. Ces dernières années ont vu l’émergence d’études 
prouvant le rôle important des lncARN dans des fonctions physiologiques variées et leur dérégulation 
dans le contexte pathologique du cancer[155]. Il a été montré que SNORD116HG restait localisé sous 
forme d’un nuage d’ARN (RNA cloud) autour de son site de transcription[76, 156]. Une étude de 
l’équipe de Janine Lasalle (Davis Cancer Center, Université de Californie) menée chez la souris 
identifie par ChIRP (Chromatin Isolation by RNA Purification), les régions chromosomiques ainsi que 
les protéines liées à SNORD116HG. Celui-ci est spécifiquement associé à RBBP5 (Retinoblastoma-
Binding Protein 5), une protéine faisant partie d’un complexe activateur de la transcription via la 
méthylation de l’histone H3K4. En séquestrant RBBP5, SNORD116HG régulerait la transcription de 
gènes dont l’expression varie selon le rythme circadien et de gènes impliqués dans le métabolisme, 
dont mTOR (mammalian Target Of Rapamycin). Etant donné que chez l’Homme SNORD116 et 
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SNORD116HG sont exprimés de façon ubiquitaire, il est possible que SNORD116HG participe à la 
régulation du métabolisme dans d’autres types cellulaires. mTOR est une protéine clé contrôlant 
diverses voies métaboliques. Elle est activée notamment via la signalisation constitutive du BCR dans 
la LLC et représente aujourd’hui une cible thérapeutique intéressante[157]. La suractivation de mTOR 
participe par exemple à la résistance des cellules leucémiques à la Fludarabine en contrôlant la 
glycolyse et la respiration mitochondriale[158]. Cependant, suivant la logique des résultats décrits 
précédemment, SNORD116HG devrait plutôt inhiber la voie mTOR, ce qui ne semble pas en accord 
avec le fait qu’il soit surexprimé dans nos échantillons de LLC. Enfin, l’étude de ChIRP ayant été 
menée chez la souris où l’expression de SNORD116HG est neuronale, il est encore une fois possible 
que sa fonction, encore inconnue, soit différente chez l’Homme. 
 
C. Recherche des partenaires et des cibles des snoARN 
Au cours des dernières années, des études de plus en plus nombreuses rapportent l’implication 
des snoARN dans d’autres rôles que les modifications de l’ARNr initialement décrites. Cependant, 
rares sont celles qui mettent en évidence les partenaires protéiques impliqués, encore moins les ARN 
cibles et aucune n’a pu décrire le mécanisme complet et précis qui aboutirait à ces nouvelles 
fonctions. Comme il a pu être constaté au cours de cette étude, une simple transfection de 
SNORD116 et l’observation de son effet sur des processus classiquement dérégulés dans le cancer 
n’ont pas permis de mettre en évidence son rôle cellulaire, qui aurait ensuite pu nous guider vers des 
cibles ou des partenaires protéiques.  
 
1. Les partenaires protéiques 
Afin d’approfondir nos connaissances sur la mécanistique permettant de faire le lien entre un 
snoARN particulier et son action cellulaire, il pourrait être judicieux de mettre en place de façon 
systématique des techniques mettant en évidence les interactions snoARN-protéines et snoARN-ARN 
cible. Les snoARN sont caractérisés par la présence de boîtes conservées qui laissent supposer leur 
interaction avec les protéines des snoRNP spécifiques de chaque classe. Dans de nombreux cas, 
l’existence de snoARN a d’ailleurs été prouvée par immuno-précipitation de GAR1 ou de la 
Fibrillarine[42]. Mais beaucoup ont simplement été découverts par bio-informatique ou par criblage 
de banques d’ADNc[159, 160]. Lors de l’étude de la fonction d’un snoARN, il serait donc nécessaire 
de montrer son interaction ou non avec les protéines des snoRNP, en particulier si cela n’a jamais été 
fait, mais aussi éventuellement de façon systématique, si on imagine que les partenaires protéiques 
peuvent évoluer en fonction du contexte cellulaire. Pour cela, l’immuno-précipitation par un 
anticorps dirigé contre une protéine cœur des snoRNP suivie de spectrométrie de masse est une 
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technique appropriée. La limitation de cette approche provient de la quantité de protéines 
nécessaire pour ces expériences qui peut être difficile à obtenir si l’on souhaite analyser les 
interactions protéiques à partir d’échantillons primaires de patients. 
Afin de mettre en évidence des partenaires protéiques inconnus, il faudra utiliser d’autres 
techniques, comme par exemple le RNA-Biotin pulldown, qui permet d’immuno-précipiter un ARN 
d’intérêt biotinylé ainsi que les protéines associées et d’identifier par la suite ces dernières en 
spectrométrie de masse. Cette technique ne pouvant être appliquée qu’in vitro, ceci augmente les 
possibilités d’interactions non spécifiques. Afin de pallier à cet inconvénient, il est également 
possible de transfecter un oligonucléotide biotinylé, anti-sens du snoARN d’intérêt et d’immuno-
précipiter le complexe ARN/protéines qui se sera formé dans des conditions physiologiques. 
L’intérêt de rechercher les partenaires protéiques d’un snoARN aussi bien avec les protéines 
canoniques des snoRNP que de nouvelles protéines est soulevé par le cas très intéressant de 
SNORD96A. Ce dernier a en effet été décrit comme interagissant avec 15.5K (et donc probablement 
le reste des composants des snoRNP de type C/D), mais également avec la protéine IRS-1 (Insulin 
Receptor Substrate-1) au sein d’un complexe de haut poids moléculaire[161]. Certains snoARN 
pourraient donc exercer des modifications de l’ARNr et en parallèle agir au sein d’un autre complexe 
pour effectuer une autre tâche. Il pourrait alors exister une balance entre les différentes activités 
d’un snoARN, régulée par son interaction en faveur de l’un ou de l’autre complexe et qui pourrait 
être modulée en fonction du contexte cellulaire. 
 
Les snoARN dont la localisation a été étudiée ont été très rarement trouvés localisés en dehors 
du nucléole. On peut donc supposer que si les snoARN interagissent avec d’autres ARN que les ARNr, 
alors cette interaction à lieu au niveau du nucléole. Il se trouve que des ARNm ont été décrits 
localisés en partie dans le nucléole, comme MYC[162] ou IGF2[163] mais aussi de façon plus 
surprenante des microARN[163, 164]. L’ensemble de ces données apporte donc de nouvelles 
perspectives fonctionnelles pour les snoARN. 
 
2. Les ARN cibles 
La recherche des ARN cibles des snoARN, serait également d’une grande utilité pour apporter 
des réponses plus définitives sur leur rôle exact dans certaines fonctions. Cette recherche devra 
s’effectuer aussi bien sur les snoARN orphelins que sur des snoARN canoniques puisque de 
nombreux exemples impliquent des snoARN canoniques dans de nouvelles fonctions. A cette fin, 
l’utilisation de la très innovante technique de CLASH (Crosslinking, Ligation and Sequencing of 
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Hybrids) serait très productive en termes de quantité de données qu’il serait possible d’obtenir. En 
effet, cette méthode permettrait de découvrir un maximum de cibles pour un maximum de snoARN 
d’une même classe à la fois. Le CLASH a initialement été mis au point dans l’équipe de David 
Tollervey (Wellcome Trust Centre, Édimbourg) afin de rechercher à grande échelle les interactions 
ARN-ARN. Cette technique découle du CRAC (Cross-linking and Analysis of cDNAs) où il a été constaté 
à très faible échelle la fusion de certains hybrides ARN/ARN[165]. Le protocole simplifié du CLASH 
consiste en un cross-linking UV des interactions ARN/protéines suivi d’une purification par affinité de 
la protéine connue pour interagir avec l’espèce ARN d’intérêt. Il y a ensuite ligation des hybrides 
ARN/ARN afin de créer des chimères qui pourront être séquencées. Les ARN partenaires sont alors 
identifiés par bio-informatique. Le CLASH a été validé sur les snoARN chez la levure[166] et a ensuite 
été adapté aux microARN[167], permettant ainsi de révéler un nombre important d’interactions non 
canoniques entre les microARN et leurs ARNm cibles mais aussi avec de multiples ARN non codants. 
Cependant, cette technique repose sur l’hypothèse que tous les snoARN forment des snoRNP 
canoniques et ne permettra d’analyser les cibles que d’une classe de snoARN à la fois étant donné 
que ce seront les protéines des snoRNP H/ACA ou C/D qui seront immuno-précipitées. 
 
D. Analyse du profil d’expression des snoARN selon les différents groupes 
pronostiques 
Afin de rechercher des signatures spécifiques des groupes pronostiques déjà décrits dans la 
LLC, j’ai défini des groupes de patients en fonction de la présence ou de l’absence des différents 
marqueurs cliniques ou moléculaires influençant la survie globale ou la TFS. Il semble que dans notre 
population, aucune combinaison de snoARN ne permette de différencier ces patients, quel que soit 
le critère analysé. Encore une fois, ces résultats sont en partie en contradiction avec l’étude menée 
par Ronchetti et al. puisque ces derniers trouvent quelques snoARN différentiellement exprimés par 
les IGHV-NM, les Tri12, les del11q et les del13q. Comme indiqué précédemment, ceci peut 
s’expliquer par les différences de populations étudiées et de méthodologie. L’avantage que 
présentait ma cohorte pour ces différentes analyses est qu’elle est extrêmement bien caractérisée 
pour les différents marqueurs pronostiques, dont ceux qui sont plus rarement recherchés, comme les 
mutations somatiques récurrentes. De plus, nous disposions du caryotype en plus de l’analyse de 
FISH pour quasiment tous les patients. Il semble donc que peu de snoARN soient dérégulés en 




E. Une signature de 20 snoARN permet d’affiner le pronostic des LLC à IGHV-M 
Les patients atteints de LLC étant généralement asymptomatiques au moment du diagnostic,  
ils nécessitent rarement un traitement immédiat et peuvent rester sous simple surveillance pendant 
plusieurs années. C’est pourquoi le temps de survie sans traitement, ou TFS, défini comme le temps 
entre le diagnostic et le premier traitement, est un critère très important pour évaluer l’évolution 
plus ou moins rapide de la maladie. Cette étude identifie une signature de 20 snoARN capable 
d’affiner le pronostic des patients IGHV-M. En accord avec le fait que les IGHV-M soient des LLC de 
bon pronostic, peu de facteurs aggravant l’évolution de la maladie sont retrouvés dans ces cas. En 
étudiant de plus près la répartition des marqueurs de mauvais pronostic entre les 2 groupes, on se 
rend compte qu’il y a un pourcentage plutôt équitable des différents marqueurs dans chaque groupe 
(Tableau supplémentaire 3). Ainsi, la différence de TFS observée n’est pas due à un enrichissement 
de patients présentant des facteurs défavorables dans le groupe de TFS plus courte. Ceci confirme 
également les analyses précédentes montrant qu’aucun profil d’expression de snoARN spécifique 
n’était associé aux divers marqueurs de mauvais pronostic. Ces résultats sont importants car à 
l’heure actuelle, il n’y a pas de biomarqueur capable de définir de tels sous-groupes pronostiques 
indépendamment des autres facteurs de mauvais pronostic (anomalies du caryotype, mutations 
somatiques, stade de Binet, etc…). Le groupe de LLC IGHV-M surexprimant la signature présente une 
TFS médiane plus courte que celle du reste des IGHV-M. Ces patients ayant été classés au premier 
abord dans un groupe de bon pronostic, il aurait été attendu qu’ils constituent un nouveau sous-
groupe, au pronostic intermédiaire entre les IGHV-M et NM. Etonnamment, leur profil d’évolution 
est au contraire similaire à celui des IGHV-NM en termes de TFS montrant bien qu’ils constituent un 
nouveau groupe de mauvais pronostic. 
La critique majeure qui peut être faite à propos de cette signature de snoARN est qu’elle a 
été identifiée (n=25) et validée (n=24) sur un nombre restreint de patients. C’est la raison pour 
laquelle les 2 cohortes ont été regroupées afin de pouvoir mener des analyses statistiques plus 
significatives. Malgré cela, le nombre de patients IGHV-M (n=49) dans cette étude reste faible au 
regard des études habituellement menées sur des cas de LLC qui rassemblent des centaines voire 
plusieurs milliers de patients. La LLC est une pathologie très hétérogène aussi bien sur le plan 
clinique que moléculaire. Un nombre trop faible de patients peut donc accentuer artificiellement les 
différences d’expression ce qui peut expliquer pourquoi il n’a pas été possible de réduire la signature 
minimale à un nombre inférieur à 20. Ces résultats restent intéressants car ils ont permis de mieux 
stratifier le risque de progression pour des patients initialement classés dans le groupe de bon 
pronostic. Cependant, cette signature de 20 snoARN mérite d’être validée sur une plus  large cohorte 
afin de tirer des conclusions plus rigoureuses. De plus, l’élargissement de la cohorte pourrait 
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permettre de diminuer l’hétérogénéité inter-patients des profils d’expression des snoARN. Ceci 
mettrait mieux en évidence ceux qui sont invariablement dérégulés et permettrait de pouvoir réduire 
le nombre de snoARN faisant partie de la signature. 
La majorité des 20 snoARN composant la signature sont des snoARN canoniques dont les 
ARN cibles sont connus. Seuls SNORA12 et SNORA84 sont orphelins et le gène hôte de SNORA12 
code pour une protéine dont la fonction est inconnue. Les gènes hôtes de SNORA74A, SNORD1A et 
SNORD1B et SNORD30 sont SNHG4, SNHG16 et SNHG1 respectivement. Ils sont non-codants et 
produisent de multiples snoARN. Le gène hôte de SNORA22 est un pseudogène non fonctionnel et 
est donc apparenté aux lncARN comme les 3 gènes hôtes cités précédemment. Cependant, dans le 
cas de plusieurs snoARN produits à partir d’un même gène hôte, tous ne sont pas forcément 
dérégulés entre les IGHV-M de TFS courte ou longue. Ceci pose donc la question de la régulation de 
leur expression (cf : Discussion ; paragraphe G). SNORA74A a précédemment été trouvé dérégulé 
dans la LLC par Ronchetti et al. Ce snoARN fait justement partie de leur signature permettant de 
discriminer un groupe de bon pronostic sous-exprimant SNORA74A et un groupe de mauvais 
pronostic surexprimant SNORA74A. Mes résultats confirment ainsi ces travaux précédents menés sur 
des patients de stade précoce et soulignent l’importance que pourrait avoir ce snoARN dont la 
dérégulation est constante au cours de l’évolution de la pathologie. De plus, SNORD1A, bien que ne 
faisant pas partie de leur signature minimale, a également une valeur prédictive de la TFS 
significative dans la cohorte italienne. En revanche, dans le cas de notre cohorte, ces 2 snoARN ont 
une valeur pronostique uniquement chez les IGHV-M. 
La signature de 20 snoARN est globalement surexprimée dans le groupe de TFS courte. Ces 
résultats sont peu surprenants dans la mesure où l’on peut supposer que dans le groupe de LLC 
IGHV-M plus agressives, la prolifération est plus importante et nécessite une augmentation de la 
production de ribosomes et donc par conséquent des snoARN. En effet, une des caractéristiques du 
cancer est l’augmentation générale du métabolisme afin de faire face aux besoins cellulaires pour la 
prolifération et la migration des cellules cancéreuses[168]. Dans le cas de la LLC, l’initiation d’un 
traitement est souvent liée à une augmentation du temps de doublement des lymphocytes. De plus, 
les taux de différents marqueurs sériques et immunologiques, témoins de l’activité proliférative, sont 
associés à une TFS plus courte. D’autre part, il se trouve que la majorité des snoARN de la signature 
sont contenus dans des gènes hôtes codants des protéines participant à la biogenèse des ribosomes. 
Il semblerait donc que la prolifération soit en lien avec la dérégulation de ces 20 snoARN dans ces cas 




F. Modulation de l’expression de la signature de 20 snoARN après induction de la 
prolifération 
Afin de démontrer cette hypothèse, la variation de l’expression de ces snoARN a été mesurée 
après stimulation in vitro d’échantillons primaires de LLC. Cette expérience a montré que l’expression 
d’un grand nombre des 20 snoARN augmente après prolifération dans les 5 échantillons testés. 
Suivant les patients, entre 11 et 17 snoARN voient leur niveau d’expression augmenter. Huit sont 
significativement surexprimés chez tous les patients à la fois. Ces résultats confirment que les cellules 
augmentent globalement la production des snoARN dans un contexte de prolifération. Le faible 
nombre de patients ainsi que la variance élevée des valeurs explique que certains snoARN comme 
SNORA74A ou SNORD34, malgré une augmentation chez tous les patients, ne ressortent pas comme 
statistiquement significatifs. En revanche, SNORA80 et SNORD1A sont eux significativement sous-
exprimés chez tous les patients. Ces résultats sont particulièrement intéressants, démontrant que la 
prolifération seule n’implique pas automatiquement l’augmentation de l’expression de tous les 
snoARN et que d’autres processus pourraient jouer un rôle dans la modulation de leur expression. Il 
serait alors intéressant de comprendre pourquoi ces 2 snoARN sont en particulier sous-exprimés 
suite aux signaux de prolifération alors qu’ils sont surexprimés dans les LLC IGHV-M de mauvais 
pronostic. 
Il semble donc que le signal de prolifération soit majoritairement impliqué dans l’augmentation 
du taux des snoARN de cette signature mais qu’il n’est pas suffisant pour contrôler la modulation de 
leur expression. Le rôle que pourraient jouer d’autres voies de signalisation/d’autres processus 
cellulaires reste alors à déterminer. Dans la ligne de ces observations, une étude récente rapporte 
que les seuls gènes dont le niveau augmente progressivement au cours de la transformation de 
gammopathies monoclonales bégnines en MM, sont des snoARN[147]. 
 
G. Corrélation entre l’expression des snoARN et leur gène hôte 
Non seulement les snoARN sont requis pour l’activité optimale des ribosomes, mais un tiers 
d’entre eux sont justement contenus dans des gènes hôtes impliqués dans la biogenèse des 
ribosomes et plus généralement la traduction protéique. La production des snoARN étant très 
dépendante de la production du gène hôte, l’augmentation de l’expression de gènes hôtes requis 
lors de la prolifération cellulaire augmenterait mécaniquement celle de beaucoup de snoARN. En 
l’occurrence, plusieurs études tendent à montrer que l’expression des snoARN est corrélée à celle de 
leur gène hôte, comme rapporté dans le MM et la LLC par l’équipe d’Antonio Neri[75, 144]. Dans ce 
travail de thèse, l’exemple du cluster SNORD116 montre que l’expression de tous les variants du 
SNORD116 est corrélée à celle de leur gène hôte SNORD116HG. 
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Cependant, la production d’autres snoARN semble découplée de celle de leur gène hôte. En 
effet, le gène de la DYSKÉRINE code également pour SNORA36A et pour SNORA56 (qui fait partie de 
la signature des 20 snoARN) et est surexprimé dans la LLC alors que ce n’est pas le cas des 2 snoARN 
contenus dans ses introns (Figure supplémentaire 1 A). Le calcul du coefficient de Pearson indique 
que l’expression d’aucun des 3 gènes n’est corrélée (Figure supplémentaire 1 B). Un autre exemple 
est celui de SNORD1A, SNORD1B et SNORD1C contenus dans les introns de leur gène hôte non-
codant SNHG16. Le niveau d’expression de SNORD1A et SNORD1B (qui font partie de la signature des 
20 snoARN) est corrélé dans la LLC et les contrôles CD19+ non soumis à un stimulus prolifératif in 
vitro, mais il n’est pas corrélé à celui de SNORD1C (Figure supplémentaire 2 A et B). En revanche, 
après induction de la prolifération dans 5 échantillons de LLC, on peut constater que l’expression de 
SNORD1A et SNORD1B n’est plus corrélée (Figure 24 C et Figure supplémentaire 2 C). Un mécanisme 
peut expliquer cette expression différentielle entre le gène hôte et différents snoARN produits à 
partir du même transcrit primaire. En effet, parmi les gènes hôtes contenant plusieurs snoARN, 
beaucoup sont non-codants et sont capables d’être transcrits en de multiples transcrits alternatifs. A 
l’heure actuelle, les différents transcrits alternatifs de la DYSKÉRINE, dont les séquences sont 
disponibles sur le site UCSC Genome Browser, sont capable d’expliquer comment la production des 3 
snoARN peut être contrôlée (Figure supplémentaire 3 A). Concernant SNHG16, les transcrits 
alternatifs connus montrent uniquement que l’intron contenant SNORD1C peut éventuellement ne 
pas être épissé (Figure supplémentaire 3 B). Cependant, il est possible que d’autres transcrits 
alternatifs encore non décrits puissent réguler par un processus similaire la production des 2 autres 
snoARN.  
Un dernier argument démontre la régulation fine qu’exerce la cellule sur le niveau d’expression 
des snoARN. Dans le cas des patients présentant une trisomie 12, anomalie couramment retrouvée 
dans la LLC (24% dans la cohorte d’exploration), une analyse différentielle ne retrouve que 
SNORD59B et SCARNA12 différentiellement exprimés, sur les 10 snoARN contenus sur le 
chromosome 12. Les fold change respectifs de SNORD59B et SCARNA12 sont de 1,63 et 1,57, 
correspondant bien à une augmentation de l’expression d’environ un tiers, due à la présence d’un 
chromosome 12 supplémentaire. 
D’autre part, une étude très récente menée par l’équipe de Torben Jensen (Université d’Aarhus, 
Danemark) démontre que le Nonsense-Mediated RNA Decay (NMD ou dégradation des ARNm 
contenant un codon stop prématuré) peut être un moyen efficace pour la cellule de découpler 
l’expression d’un snoARN et de son gène hôte, mais également de réguler la production des 
différents snoARN codés par le même gène hôte[169]. Les gènes dont les introns codent pour des 
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snoARN sont capables de produire de multiples variants très sensibles au NMD. Ce mécanisme 
permettrait donc d’expliquer les différences d’expression observées dans cette étude entre 
SNORA56, SNORA36A et la DYSKÉRINE. De plus, en accord avec l’hypothèse formulée ci-dessus d’une 
balance protéique régulant l’activité des snoARN avec un rôle dual, le NMD pourrait, sous l’effet d’un 
stimulus particulier ou dans un contexte pathologique, contrôler le niveau d’expression des protéines 
participant aux diverses fonctions des snoARN, favorisant alors leur interaction soit avec le complexe 
canonique des snoARN responsable de la fonction classique, soit avec une autre RNP responsable de 
la fonction non canonique. 
 
Conclusion : 
Au cours de ce travail de thèse, j’ai pu démontrer par une technique de transcriptomique 
quantitative à grande échelle que l’expression des snoARN était dérégulée dans la LLC. Mes résultats 
indiquent  qu’ils pourraient être utilisés comme biomarqueurs afin de mieux stratifier le risque de 
progression de patients pour lesquels les marqueurs pronostiques actuellement disponibles ne sont 
pas suffisants. La littérature de ces dernières années, ainsi que les résultats obtenus au cours de 
l’étude fonctionnelle du SNORD116, soulignent l’importance d’approfondir nos connaissances des 
mécanismes qui pourraient être impliqués dans les nouvelles fonctions des snoARN. Le 
développement de techniques permettant d’identifier les interactions ARN-ARN, pourrait permettre 
d’apporter enfin des réponses plus claires sur l’étendue des fonctions cellulaires dans lesquelles 






































 Tableau supplémentaire 1. Liste des amorces utilisées dans l’expérience de Fluidigm 










































































































































































































































































Autres gènes Séquence sens (5'-3') Séquence anti-sens (5'-3')
SNORD116HG GTGCTGGTGGTGTTGGCATGAGG GGATACAACAGCCTCCAAAGGAGC
DYSKERINE GGTGAGTTGTGAGGCTGGCAC GCACATCATGCATTGTCACCATG
























Tableau supplémentaire 2. Liste des snoARN différentiellement exprimés entre la LLC et les 
contrôles CD19+. 
Analyses supervisées entre les LLC (cohorte d’exploration n=59 ; cohorte de validation n=56) et les 
contrôles  normaux CD19
+
 (cohorte d’exploration n=5 ; cohorte de validation n=5). Les valeurs de 2
-∆Ct du 
Fluidigm ont été utilisées  dans un unpaired t-test. Le seuil de significativité a été établi à un fold change ≥ 3 



































< 65 9 ; (41) 15 ; (56)
> 65 13 ; (59) 12 ; (44)
Sexe
Homme 14 ; (64) 20 ; (74)
Femme 8 ; (36) 7 ; (26)
Stade de Binet
A 12 ; (55) 11 ; (41)
B 6 ; (27) 11 ; (41)
C 4 ; (18) 5 ; (18)
Traitement
Oui 12 ; (55) 25 ; (93)
Non 10 ; (45) 2 ; (7)
Mutations 
somatiques
NOTCH1 1 ; (5) 2 ; (7)
SF3B1 0 ; (0) 1 ; (4)
TP53 0 ; (0) 0 ; (0)
Anomalies 
cytogénétiques
Caryotype complexe 0 ; (0) 3 ; (11)
del13q (total) 10 ; (45) 12 ; (44)
del13q (seule) 6 ; (27) 8 ; (29)
Tri12 1 ; (5) 4 ; (15)
Del11q 1 ; (5) 2 ; (7)
Del17p 1 ; (5) 2 ; (7)
Total : N = 22 N = 27
Tableau supplémentaire 3. Caractéristiques cliniques des patients IGHV-M du groupe sous-













Figure supplémentaire 1. Niveaux d’expression de SNORA36B, SNORA56 et de la DYSKERINE et 
leur corrélation. 
A) Niveaux d’expression de SNORA36B, SNORA56 et de la DYSEKERINE. Les valeurs de –∆Ct du Fluidigm ont 
été utilisées. Cohorte d’exploration : LLC (n=70) ; contrôles CD19
+
 (n=5).  
B) Coefficient de corrélation de Pearson. Pour 75 échantillons (70 LLC et 5 CD19
+
), p-valeur < 0,05 si 
































































































Figure supplémentaire 2. Niveaux d’expression de SNORD1A, SNORD1B et SNORD1C et leur 
corrélation. 
A) Niveaux d’expression de SNORD1A, SNORD1B et SNORD1C. Les valeurs de –∆Ct du Fluidigm ont été 
utilisées. LLC (n=70) ; contrôles CD19
+
 (n=5), cohorte d’exploration. 
B) Coefficient de corrélation de Pearson. Pour 75 échantillons (70 LLC et 5 CD19
+
), p-valeur < 0,05 si 
coefficient  > 0,23 2 ou < - 0,232. 
C) Coefficient de corrélation de Pearson entre SNORD1A et SNORD1B après induction de la prolifération in 




















Figure supplémentaire 3. Carte génomique des gènes de la DYSKERINE (DKC1) et SNHG16 
A) Carte génomique des transcrits alternatifs issus du gène de la DYSKERINE (DKC1), gène hôte de 
SNORA36A et SNORA56. 




























Patients et donneurs sains : 
Des échantillons de sang périphérique prélevés à partir de patients LLC n’ayant pas reçu de 
traitement préalable (n = 115) ou prélevés à la rechute (n = 24) et de donneurs sains (n = 10) ont été 
collectés après leur consentement éclairé selon la Déclaration de Helsinki. Les PBMC (Peripheral 
Blood Mononuclear Cell ; cellules mononuclées) ont été isolées sur gradient de Ficoll® et congelées.  
Les échantillons de LLC ont été conservés au sein de la collection HIMIP (Hématologie 
INSERM Midi-Pyrénées). Selon la loi française, la collection HIMIP a été déclarée au Ministère de 
l’Education supérieure et de la Recherche (DC 2008-307 collection 1) et a obtenu un accord de 
transfert (AC 2008-129) après approbation des comités éthiques (Comité de Protection des 
Personnes Sud-Ouest et Outremer II et comité éthique APHP). Les annotations cliniques et 
biologiques ont été déclarées à la CNIL (Comité National Informatique et Libertés). Les 
caractéristiques cliniques et moléculaires des patients des cohortes d’exploration et de validation 
sont résumées dans le Tableau 7.  
Les échantillons provenant de donneurs sains ont été obtenus auprès de l’Etablissement 
Français du Sang (EFS) de Toulouse. 
 
Purification des lymphocytes de LLC (CD19+-CD5+) et des lymphocytes B normaux (CD19+) 
Les cellules de LLC ont été purifiées avec le kit EasySepNeg Human B Cell without CD43 
(StemCell Technologies) selon les instructions du fournisseur. La pureté des échantillons (≥ 95%) a 
été vérifiée par cytométrie de flux (FACSCalibur, BD Biosciences) après un double marquage par un 
Ac anti-CD19-FITC (1/50ème ; Beckman Coulter) et un Ac anti-CD5-PC7 (1/50ème ; eBiosciences).  
 Les LB normaux CD19+ ont été purifiés avec le kit EasySep Human CD19+ (StemCell 
Technologies) selon les instructions du fournisseur. La pureté des échantillons (≥ 95%) a été vérifiée 
par cytométrie de flux (FACSCalibur, BD Biosciences) après un marquage par un Ac anti-CD19-PE 
(1/50ème ; Beckman Coulter). 
 
Extraction d’ARN et rétrotranscription: 
Les ARN totaux ont été extraits par Trizol® (Ambion) selon les instructions du fournisseur. La 
pureté et la concentration des ARN ont été déterminées sur un Nanodrop 1000 (Thermo Fischer 
Scientific). L’intégrité des ARN a été évaluée par un 2100 Bioanalyzer avec le kit RNA 6000 Nano Chip 
(Agilent Technologies). Seuls les échantillons avec un RIN (RNA Integrity Number) ≥ 7 ont ensuite été 
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utilisés. 1 µg d’ARN (Fluidigm et qPCR) ou 100 ng d’ARN (test de prolifération) a été rétrotranscrit en 















Tableau 7. Caractéristiques cliniques et moléculaires des cohortes d’exploration et de validation 
n.d. = non déterminé 
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PCR quantitative à haut débit Fluidigm : 
L’expression des snoARN a été analysée sur des puces Biomark à microfluidique intégrée 
96x96 (Fluidigm) selon les instructions du fournisseur. Les étapes de pré-amplification et de réaction 
de qPCR finale ont été réalisées par la plateforme GetTQ (Toulouse). Ces puces permettent de 
mesurer jusqu’à 96 gènes dans 96 échantillons en même temps. Les données ont été collectées grâce 
au logiciel Fluidigm Real-Time PCR Analysis. La stabilité des gènes de référence a été évaluée grâce à 
l’algorithme Normfinder[145]. L’ACTINE, RPS14, ABL1, 18s et MLN51 ont été définis comme étant les 
plus stables et ont donc été utilisés comme gènes de référence pour la normalisation des données. La 
liste complète des amorces utilisées pour l’expérience de Fluidigm est donnée dans le Tableau 
supplémentaire 1. Les méthodes de « dérivée linéaire » et de « détecteur automatique » ont été 
utilisées pour corriger la ligne de base et pour calculer les Ct (Cycle threshold).  
 
Statistiques : 
Les clusterings non supervisés et les heatmaps ont été générés par le logiciel R en distance 
Euclidienne et la méthode de Ward à partir des valeurs de –∆Ct provenant du Fluidigm. 
 Pour déterminer des signatures de snoARN, la méthode sPLS-DA (sparse Partial Least Square-
Differential Analysis) a été utilisée grâce au package R mixOmics. La sPLS-DA est une méthode 
mathématique permettant d’effectuer des analyses supervisées[146]. Dans le cadre de cette étude, 
elle a été utilisée afin de déterminer les snoARN capables de discriminer au mieux 2 groupes 
préalablement définis.    
 Pour séparer les patients en 2 groupes surexprimant ou sous-exprimant la signature de 20 
snoARN : un index d’expression de la signature a tout d’abord été calculé en faisant la moyenne de 
l’expression des 20 snoARN pour chaque patient, puis ils ont été séparés en 2 groupes au-dessus ou 






Figure 25. Index d’expression de la signature des 20 snoARN 
Le seuil permettant de séparer les patients en un groupe surexprimant la signature et un groupe sous-
exprimant la signature a été fixé à 0,24. Chaque cercle représente 1 patient IGHV-M 
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Les courbes de survie ont été générées en utilisant la méthode de Kaplan-Meier. Les courbes 
ont été comparées par un test Log-rank avec un seuil de p-valeur < 0,05 (GraphPad Prism v.5). La TFS 
(temps de survie sans traitement) a été définie comme le temps entre le diagnostic et le premier 
traitement. 
Le niveau d’expression d’un gène entre 2 groupes a été comparé par un unpaired t-test (p-
valeur < 0,05). Une correction de Welch a été appliquée si la variance entre les échantillons était 
inégale après application d’un test de Fischer (GraphPad Prism v.5). 
La corrélation entre l’expression des différents gènes a été déterminée par le calcul d’un 
coefficient de Pearson à partir des valeurs de 2-∆Ct  provenant du Fluidigm (Excel). 
Pour comparer le niveau d’expression des 20 snoARN de la signature entre la condition non 
traitée (NT) et traitée (IL-2/DSP30), un paired t-test a été utilisé (p-valeur ≤ 0,05).  
La différence entre les courbes de croissance et de viabilité a été comparée par un Two Way 
Annova (p-valeur < 0,05). 
Tous les graphiques ont été générés grâce au logiciel Graphpad Prism v.5. 
 
Quantification des gènes du locus 15q11-q13 : 
L’expression des gènes UBE3A, MKRN3 et NECDINE a été mesurée par qRT-PCR chez 20 
patients et 4 contrôles CD19+ choisis au hasard dans la cohorte d’exploration. La réaction a été 
effectuée avec le kit LightCycler 480 SYBR Green I Master (Roche) sur un appareil LightCycler 480 
(Roche). Les gènes ABL1, ACTINE et MLN51 ont servi de référence pour normaliser les données.  Les 
séquences des amorces utilisées pour quantifier les gènes d’intérêt sont données dans le Tableau 8. 
Les séquences des amorces utilisées pour quantifier les gènes de référence sont disponibles dans le 
Tableau supplémentaire 1. 
 
Tableau 8. Séquence des amorces des gènes MKRN1, UBE3A et NECDINE 
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Quantification de miR-768 : 
10 ng d’ARN de 8 LLC et de 6 contrôles CD19+ ont été rétrotranscrits par des amorces 
spécifiques  de miR-768 3p et RNU24 avec le kit TaqMan MicroRNA Reverse Transcription (Applied 
Biosystems) selon les instructions du fournisseur. L’expression de miR-768 3p et de RNU24 a ensuite 
été quantifiée par à une réaction de qPCR avec des sondes spécifiques TaqMan et le kit TaqMan Fast 
advanced Master Mix selon les instructions du fournisseur. La réaction a été menée sur un 
thermocycleur StepOnePlus (Applied Biosystems) selon le protocole Fast standard recommandé par 
le fournisseur. RNU24 a été utilisé comme référence pour normaliser les données.  
 
Culture cellulaire : 
Les PBMC issues de patients atteints de LLC ont été cultivées en RPMI 1640 (Life 
Technologies) additionné de 10 % de SVF (Life Technologies), 100 U/ml de pénicilline (Life 
Technologies) et 100 µg/ml de streptomycine (Life Technologies), dans une étuve à 37°C et 5% de 
CO2. Les cellules ont été cultivées à une concentration de 10.106 cellules/ml afin de limiter la 
mortalité spontanée des cellules de LLC in vitro. La mortalité moyenne à 6 jours de culture est de 20 
à 30% selon les patients.  
La lignée MEC-2, issue d’un patient en transformation prolymphocytaire, a été cultivée en 
IMDM (Sigma) additionné de 10 % de SVF (Life Technologies), 100 U/ml de pénicilline (Life 
Technologies) et 100 µg/ml de streptomycine (Life Technologies), dans une étuve à 37°C et 5% de 
CO2.  
 
Clonage de SNORD116-2 dans pCGL-1 : 
La séquence de SNORD116-2 ainsi qu’une cinquantaine de paires de bases en amont et en 
aval a été amplifiée par PCR à partir d’ADN génomique issu de PBMC d’un donneur sain. Des sites de 
restriction XhoI et MluI ont été rajoutés en 5’ de la séquence des amorces de clonage pour permettre 
un clonage direct dans le vecteur pCGL-1, gracieusement fourni par Tamas Kiss (LBME, Toulouse). Le 
vecteur pCGL-1 (6773 paires de bases) est composé des 3 premiers exons de la β-globine séparés par 
2 introns. Le site de clonage multiple est situé au milieu de l’intron séparant les exons 2 et 3, 
permettant ainsi de cloner les snoARN de façon intronique. Ce vecteur ne codant aucun gène 
rapporteur, la production correcte du snoARN a été validée en mesurant son niveau d’expression 
dans les cellules transfectées et également en vérifiant l’épissage correct des exons de la β-globine 
par qRT-PCR, l’amorce anti-sens correspondant à la jonction exon 2-exon 3. Les séquences des 
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amorces utilisées pour le clonage de SNORD116-2 et vérifier l’épissage de la β-globine sont données 
dans le Tableau 9 . La séquence des amorces utilisées pour quantifier SNORD116-2 sont disponibles 
en Tableau supplémentaire 1. 
 
Transfection transitoire de la lignée MEC-2 avec le vecteur pCGL-1 vide ou exprimant 
SNORD116-2 (SNORD116-2) : 
Deux millions de cellules de la lignée MEC-2 ont été transfectées par 2 µg de plasmide pCGL-1 
vide ou SNORD116-2 avec le système d’électroporation Nucleofector II (Lonza) à l’aide du 
programme M-013 et de la solution V (Lonza) selon les recommandations du fournisseur.  
 
Suivi de la croissance des MEC-2 transfectées par pCGL-1 et SNORD116-2 : 
Vingt-quatre heures après la transfection, les cellules ont été ensemencées à 3.105 
cellules/ml. La croissance cellulaire a été suivie par comptage journalier sur cellule de Malassez 
durant 4 jours. 
 
Suivi de la viabilité des cellules transfectées par pCGL-1 et SNORD116-2 : 
Vingt-quatre heures après transfection, les cellules ont été ensemencées à 1.105 cellules/ml 
en plaque 96 puits. Un test MTS (CellTiter 96 AQueous One Solution Cell Proliferation Assay, 
Promega) a été effectué tous les jours pendant 4 jours à partir de l’ensemencement. L’absorbance à 
490 nm a été mesurée après 1h30 d’incubation à 37°C sur un Varioskan Flash Multimode Reader 
(Thermo Fischer Scientific). 
 
Test de résistance à l’apoptose :  
Vingt-quatre heures après transfection, les cellules ont été ensemencées à 3.105 cellules/ml. 
Le lendemain, les cellules ont été traitées avec 500 ng/ml de daunorubicine. Au bout de 24h de 
traitement, le taux d’apoptose a été mesuré par cytométrie de flux après un double marquage 7-AAD 
Tableau 9. Séquence des amorces de clonage de SNORD116-2 et de contrôle d’épissage 
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et Annexine-V-FITC grâce au kit FITC-Annexin V Apoptosis Detection Kit I (BD Pharmingen). Les 
données de cytométrie ont été analysées avec le logiciel FlowJo v.10. 
Test de prolifération de cellules de LLC primaires: 
Les PBMC provenant de 5 patients ont été mises en culture pendant 6 jours à 10.106 
cellules/ml. Les cellules ont été traitées ou non par 50ng/ml d’interleukine-2 (IL-2) (Humanzyme) et 
250 nM de CpG oligodioxynucléotides (DSP30) (TIB-Molbiol)[127]. Afin de contrôler l’efficacité du 
traitement, une partie des cellules a au préalable été marquée avec 1 mM de CFSE 
(Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester) (Invitrogen) pendant 10 min à 37°C afin de pouvoir suivre la 
division cellulaire par cytométrie en flux. Au bout de 6 jours, les cellules non marquées au CFSE ont 
été triées comme décrit précédemment pour isoler les cellules leucémiques et l’ARN a été extrait 
pour mesurer la variation d’expression des 20 snoARN de la signature entre la condition non traitée 
(NT) et traitée (IL-2/DSP30) par qRT-PCR.   
 
Quantification des 20 snoARN de la signature : 
L’expression des 20 snoARN de la signature a été mesurée par qRT-PCR dans les 5 
échantillons de LLC NT ou IL-2/DSP30. La réaction a été effectuée avec le kit LightCycler 480 SYBR 
Green I Master (Roche) sur un appareil LightCycler 480 (Roche). Les gènes de référence ABL1, ACTINE 
et MLN51 ont permis de normaliser les données. Les séquences des amorces utilisées sont 
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Peripheral T-cell lymphoma (PTCL) is a 
rare, heterogeneous type of non-Hodgkin 
lymphoma (NHL) that, in general, is asso- 
ciated with a poor clinical outcome. There- 
fore, a current major challenge is the 
discovery of new prognostic tools for this 
disease. In the present study, a cohort of 
122 patients with PTCL was collected 
from a multicentric T-cell lymphoma con- 
sortium (TENOMIC). We analyzed the ex- 
pression of 80 small nucleolar RNAs 
(snoRNAs) using high-throughput quanti- 
tative PCR. We demonstrate that snoRNA 
expression analysis may be useful in 
both the diagnosis of some subtypes of 
PTCL and the prognostication of both 
PTCL-not otherwise specified (PTCL-NOS; 
n     26)  and  angio-immunoblastic  T-cell 
lymphoma (AITL; n     46) patients treated 
with chemotherapy. Like miRNAs, 
snoRNAs are globally down-regulated in 
tumor cells compared with their normal 
counterparts. In the present study, the 
snoRNA signature was robust enough to 
differentiate anaplastic large cell lym- 
phoma (n     32) from other PTCLs. For 
PTCL-NOS and AITL, we obtained 2 dis- 
tinct prognostic signatures with a re- 
duced set of 3 genes. Of particular inter- 
est was the prognostic value of HBII-239 
snoRNA, which was significantly over- 
expressed in cases of AITL and PTCL- 
NOS that had favorable outcomes. Our 
results suggest that snoRNA expression 
profiles may have a diagnostic and prog- 
nostic significance for PTCL, offering new 
tools for patient care and follow-up. 
(Blood. 2012;120(19):3997-4005)
 
Introduction     
 
Peripheral T-cell lymphoma (PTCL) is a heterogeneous type of 
non-Hodgkin lymphoma. The 2008 World Health Organization 
(WHO) classification recognizes the most common tumors within 
the PTCL group to be PTCL-not otherwise specified (PTCL-NOS), 
angio-immunoblastic T-cell lymphoma (AITL), and anaplastic 
large cell lymphoma (ALCL) with or without the anaplastic 
lymphoma kinase gene rearrangement (ALK     ALCL or ALK 
ALCL, respectively).1 To help in the diagnosis of PTCL subtypes, 
several gene-expression profiles have been produced that are based 
on coding gene analysis.2-9 However, certain subtypes remain 
difficult to accurately classify; for example, it is difficult to 
differentiate ALK   ALCL from CD30    PTCL-NOS and AITL from 
PTCL-NOS expressing follicular Th-cell (TFH) markers. In addi- 
tion, difficulties remain in obtaining reliable biologic tools that can 
predict the clinical behavior of PTCL subtypes, particularly after 
CHOP (cyclophosphamide, hydroxydaunorubicin, vincristine, and 
prednisone/prednisolone) therapy (the most accepted frontline 
treatment). Several scoring systems are available for prognostica- 
tion, including: the International Prognostic Index (IPI), the IPI for 
PTCL (PIT), the modified PIT (mPIT), and the International PTCL 
Project Score (IPTCLP), but all have a major weakness in 
identifying poor- and very-poor-prognosis patients, making them 
somewhat meaningless.10 In fact, only 20% of PTCL patients can 
be cured with the CHOP regimen, among which 50% have a low 
 
IPI score.11 Overall, patients diagnosed with PTCL receive a rather 
grim prognosis. 
Recently, a molecular signature was published that refined the 
classification of PTCL and helped to decipher some of the 
molecular pathways at play in the different subtypes of PTCL.2 
These gene-expression profiles have also afforded prognostic 
markers, but only for AITL in which a cell of origin was proposed 
(the TFH cell).2 In-depth analysis of PTCL has brought to light new 
potential therapeutic targets. Several clinical studies are ongoing, 
with moderate activity so far as single agent. The most challenging 
issue with genetic signatures is the prognostication and distinction 
between PTCL-NOS and ALK    ALCL.12 
In oncology, a large body of data are available for miRNA 
expression patterns,13-14 whereas the other classes of small noncod- 
ing RNAs have drawn less attention. Among these, the 60- to 
300-nucleotide small nucleolar RNAs (snoRNAs) participate in 
diverse biologic processes, most importantly ribosomal RNA 
maturation (by classic snoRNAs).15-16 Despite this, the function of 
many snoRNAs, referred to as orphan snoRNAs, remains un- 
known.15  snoRNA expression is mostly a result of disbranching 
from a spliced lariat of ribosomal or housekeeping gene introns and 
has long been thought to be invariant.17-19  Nevertheless, recent 
studies have shed light on new molecular functions of snoRNAs 
and  have  demonstrated  new  expression  patterns  that  could  be
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cells by magnetic bead depletion of CD16   , CD14   , CD19   , and CD8 
cells, followed by flow cytometric cell sorting using the CD4, CXCR5, and 
ICOS29 markers.
Characteristic (n     26) (n     46) (N     78)
 
Median age at diagnosis, y                         74                     65                     66 
Male: female ratio                                 14:12; 1,2         28:18; 1,55       47:31; 1,52 
Stage 
I                                                                 2/26                  1/46                  3/78 
II                                                                1/26                  1/46                  2/78 
III                                                               7/26                11/46                18/78 
Quantitative PCR method 
 
Total RNA from patient samples and CD3   -sorted T lymphocytes were 
extracted using the TRIzol method; RNA integrity was evaluated using an 
Agilent Nano Chip (Agilent 2100 Bioanalyzer). Only samples with an RIN 
(RNA integrity number) more than 7.8 were used in this study. All samples 
were reverse transcribed using the Superscript II reverse transcription kit
IV                                                             16/26                32/46                55/78
 (Invitrogen)  according  to the  manufacturer’s  protocol.  The  Fluidigm
NC                                                             0/26                  1/46                  1/78 
Elevated serum LDH, % (n/N)                   73,1                   76,7                    75 
IPI score 
0                                                               3                        1                       4 
1                                                               2                        1                       3 
2                                                               3                        7                      12 
3                                                               8                        8                      18 
4                                                               5                       15                     22 
5                                                               3                        9                      13 
NC                                                            2                        5                       7 
OS of total cohort, % (n/N) 
1 y                                                                                    58,2 
3 y                                                                                    40,5 
PFS of total cohort, % (n/N) 
1 y                                                                                      43 
3 y                                                                                      24 
high-throughput quantitative PCR method (Biomark) was used as described 
previously.30 Each primer used for this study had been previously tested and 
the amplification efficiency was more than 85%. Relative RNA quantity 
was determined by the 2      Ct method. 
Hsa-miRNA-768-5p and Hsa-miRNA-768-3p expression was quanti- 
fied first by TaqMan reverse transcription (Life Technologies), then by 
TaqMan PCR quantification on an Applied Biosystems 7300 thermocycler 
according to the manufacturer’s protocol. The random selection of cases 
was carried out using Research Randomizer (http://www.randomizer.org/). 
The specificity of the miRNA-768-3p TaqMan miRNA assay (Life 
Technologies) and HBII-239 snoRNA primers was verified with experi- 
ments of in vitro transcription (supplemental Figure 1, available on the 
Blood Web site; see the Supplemental Materials link at the top of the 
online article). 
 
Building of the snoRNA chip




Eighty small noncoding RNAs (supplemental Table 1) were selected on the 
basis that they were: (1) orphan snoRNAs, many of which are encoded by
Total cohort of non-ALCL patients included 6 rare diagnostics (HSTL, NK/T, and
 
EATL). 
NC indicates not communicated; and LDH, lactate dehydrogenase. 
 
 
associated with pathologic features.20-28  In the present study, we 
demonstrate using high-throughput quantitative PCR methods that 
snoRNA expression analysis is helpful in the context of PTCL, 
both in terms of diagnosis and prognostication in patients treated 
with conventional chemotherapy. 
multiple,  tandemly  arranged  intronic  variant  genes  (eg,  SNORD112- 
114  snoRNAs31);  (2)  already  known  as  miRNA precursors  (eg,  HBII- 
239 snoRNA21,32); (3) previously linked to a medical condition (eg, 
SNORD116 snoRNAs33); and (4) predicted to guide chemical modification 
of ribosomal RNA using the snoRNABase dataase (http://www-snorna. 
biotoul.fr/). We also tested U8 and U3 snoRNAs because they are under the 
control of their own promoter. U2, U4, and U5 small nuclear RNAs 
corresponding to 3 spliceosomal machinery components were tested in
 
                                                                                                                          Table 2. Main characteristics of ALCL patients 
ALCL patients (n     32)Methods 
 
Patients and healthy donors 
 
PTCL  samples  (n     122)  were  collected  from  the  tissue  bank  of  the 
multicentric T-cell lymphoma consortium (TENOMIC; Tables 1 and 2). For 
each patient, a consensus diagnosis was made by a panel of expert 
hemopathologists (some of the patients participated in a GELA-sponsored 
clinical trial5; the others benefited from a national review protocol for T-cell 
lymphomas). Fresh and thawed samples were obtained with patients’ 
informed consent and stored at the TENOMIC collection. According to 
French law, the TENOMIC collection is registered by the Ministry of 
Higher Education and Research and a transfer agreement was obtained after 
approval by the ethics committee of the Comite´ Consultatifs de Protection 
des Personnes se preˆtant a` des Recherches Biome´dicales (CCPPRB). 
Clinical and biologic annotation of the samples was declared to the National 
Committee on Data Processing and Liberties Comite´ National Informatique 




Median age at diagnosis, y                                                                             13 
Male: female ratio                                                                                     21:11;1,7 
ALK translocation 
                                                                                                                                   22 
                                                                                                                                   10 
Ann Arbor stage 
I                                                                                                                        5 
II                                                                                                                       6 
III                                                                                                                      5 
IV                                                                                                                      6 
NC                                                                                                                  10 
Elevated serum LDH, % (n/N)                                                                            62 
IPI score 
0                                                                                                                       4 
1                                                                                                                       5 
2                                                                                                                       4 
3                                                                                                                       6
 T lymphocytes from healthy donors (n     35) were collected from blood
 
samples (provided by the Etablissement Franc¸ais du Sang) or lymph nodes. 




(Miltenyi Biotec) and cell purity was determined by flow cytometry (only 
purities more than 94% were retained). HLA-DR     and HLA-DR     were 




obtained from lymph node–dissociated cells by magnetic bead depletion of 
CD16   , CD14   , CD19   , and CD8     cells and HLA-DR magnetic sorting. 
3 y 
Complete remission, % (n/N) 
62,5 
91,3 
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parallel. Among the 5 housekeeping genes used on the snoRNA chips, 
S14 and 5s-rRNA displayed the lowest coefficient of variation (supplemen- 
tal Figure 2). We selected 5s-rRNA because of its similarity with snoRNAs 
(it is a noncoding RNA of similar length) and because this gene is widely 




Dendrograms were generated by dChip 2010.01 software using correlation 
determination and the centroid method. A filter of gene expression was 
applied to all samples with a cutoff of approximately 0.25. Comparison of 
gene expression in each group of samples was done using a fold change 
cutoff  above  1.3  with  P     .05.  Specific  gene  expression  comparison 
between each assigned group was then performed using an unpaired t test. 
Progression-free survival (PFS) was calculated as time from diagnosis 
to first occurrence of progression, death, secondary malignancy, or time of 
last patient contact if no event occurred. Overall survival (OS) time was 
calculated from diagnosis time until death or time of last contact if the 
patient was alive. The Kaplan-Meier method was used to generate survival 
curves, and curves were compared using a log-rank test (MedCalc Version 
12.3 software). 
 
miRNA-768-3p effects on FEPD cells 
 
A total of 50 000 synchronized cells (after serum starvation) from the 
ALK     ALCL cell line (FEPD; DSMZ) were transfected for 4 days using 
lipofectamine RNAi-max (Invitrogen) with a 30nM concentration of 
miRNA-768 mimic (customized by Life Technology) or a miRNA-negative 
control (Eurogentec). Cell growth was evaluated using an MTS prolifera- 
tion assay (Promega) according to the manufacturer’s protocol. The impact 
of miRNA-768-3p on the cell cycle was evaluated by the same transfection 
protocol using mutated miRNA-768-3p in the seed region as an additional 




Cells were washed with PBS and fixed in cold 70% ethanol for 20 minutes, 
washed twice with PBS containing 0.1% BSA and once with PBS, and then 
labeled  using  propidium  iodide  staining  for  30  minutes  (Invitrogen). 
Cell-cycle distribution was evaluated by fluorescence analysis on a 
FACScan flow cytometer (BD Bioscience). Cell doublets were excluded 
and  20 000  events  per  condition  were  analyzed.  Cyclin A expression 
analysis was by Western blot using anti–  -actin (MAB150L) and anti– 






Patient characteristics in PTCL 
 
The distinct PTCL entities (n     78 non-ALCL and n     32 ALCL) 
and their respective clinical characteristics are summarized in 
Tables 1 and 2. Of the 90 non-ALCL patients enrolled in this study, 
full clinical records were available for 78 patients, 46 of which 
were diagnosed with AITL, 26 with PTCL-NOS, and 6 with a rare 
entity including enteropathy-associated T-cell lymphoma, hepato- 
splenic T-cell lymphoma, or extranodal NK/T-cell lymphoma. The 
median  age  of  patients  in  the  PTCL-NOS/AITL  group  was 
67 years. Although a slightly better outcome was observed for 
AITL patients, the 3-year-OS and PFS were not significantly 
different  between AITL and  PTCL-NOS  patients  (Figure  1A). 
Prognostic indices were not significant and did not differentiate 
better prognosis patients from others (patients had intermediate- 
high and high-risk IPI/ PIT scores of 74% and 65.5%, respectively; 
Figure 1B-C). Initial therapy approaches varied widely, but 79% of 
patients received an active CHOP- or cytarabine-based regimen, 
11.8% a combination of oral cyclophosphamide and steroids (for 
AITL), 2.6% a combination of oral fludarabine and cyclophosph- 
amide, and 6.6% a palliative oral monotherapy (steroids and 
chlorambucil). Only 4 of 78 patients received upfront intensifica- 
tion with autologous (n     3) or allogeneic (n     1) BM transplanta- 
tion. Response rates for the non-ALCL patients included 44% complete 
responses (CRs), 18.2% partial responses, 7.8% with stable dis- 
ease, and 30% with progressive disease. For the PTCL-NOS and 
AITL subgroups,  these  figures were  38.5%  CR,  15.4%  partial 
response, 11.5% stable disease, 34.6% progressive disease, and 
50%, 17.4%, 4.3%, 28.3%, respectively (P     .05), in accordance 
with previous data published on CHOP efficacy in PTCL.5,11,34 
ALCL cases were composed of 22 patients with the ALK 
ALCL and 10 patients with ALK     ALCL (Tables 1 and 2). The 
median age was of 13 years. ALK      cases had a good clinical 
outcome  (1-year  OS  of  94%)  and ALK      cases  had  a  poorer 
outcome (1-year OS of 57%). Most patients (91% of cases) who 
were submitted to ALCL99-based treatment35 achieved CRs. 
 
snoRNA expression profiles in the diagnosis of PTCL 
 
Using unsupervised hierarchical clustering, we observed that a 
significant global down-regulation of snoRNA expression was seen 
in  neoplastic  cells  compared  with  nonneoplastic  CD3   -sorted 
T cells from the peripheral blood (ranging from a 15%-96% decrease in 
expression; Figure 2 and supplemental Table 2). However, we 
noticed a significant overexpression of the snoRNAs U75, U76, 
and snRNA U2 in PTCL samples (supplemental Table 2). We 
included 25 additional controls corresponding to CD4   -sorted cells 
(HLA-DR     or HLA-DR   ; TFH or non-TFH) from the peripheral 
blood and lymph nodes and CD8   -sorted cells from the peripheral 
blood (supplemental Figure 3). Some variations in snoRNA 
expression levels were observed between these 2 sets of controls. 
Nevertheless, irrespective of the origin of the cells or the method of 
selection, we observed a significant down-regulation of snoRNA 
expression in neoplastic samples in 63% of the snoRNAs tested 
(supplemental Figure 3). In particular, there was a clear delineation 
between AITL, a tumor of TFH origin, and normal TFH cells from 
healthy donors. 
Among PTCL entities, ALCL had a specific snoRNA profile. 
A significant differential expression of 30 snoRNAs was obtained 
when  ALCL  and  non-ALCL  patients  were  compared  (Figure 
3). snoRNA profile comparison between ALK     ALCL and the 
other PTCL subtypes confirmed a significant differential expres- 
sion of 21 of the 30 snoRNAs described in supplemental Table 3. 
From these genes, snoRNA U75 (belonging to the GAS5 snoRNA 
cluster) was the most powerful classifier in distinguishing ALCL 
from other PTCLs (displaying the highest fold change in expres- 
sion; Figure 3 and supplemental Table 2). Within the “core” group 
of ALCL,  unsupervised  clustering  was  not  able  to  distinguish 
ALK     from ALK     patients. However, a supervised comparison 
identified snoRNA  U3  as  the  single  discriminant  marker  that 
distinguished ALK    from ALK    ALCL samples (Figure 3). Unsuper- 
vised snoRNA clustering did not allow us to distinguish AITL from 
the other subgroups of PTCL (ie, PTCL-NOS, enteropathy- 
associated T-cell lymphoma, hepatosplenic T-cell lymphoma, and 
extranodal NK/T-cell lymphoma; Figure 2). Furthermore, a super- 
vised comparison of snoRNA expression between PTCL-NOS and 
AITL failed to identify a specific profile. These results show that 
snoRNA expression profiles discriminate ALCL from other PTCL 
entities and that snoRNA U3 is statistically overexpressed in ALK 
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SNORD117 [U83] AAC-AGG-AGC-ACC-TCA-GTG-CAA-G AGC-CAT-CAG-TCA-TGG-GTG-ATA-G
SNORD12 [HBII-99] GCC-TTT-GCA-GCT-GAT-GAT-ACA-GC GCC-AAT-AGT-GTA-GAG-ATC-AAC-AGG
SNORD13 [U13] CTT-TTG-TAG-TTC-ATG-AGC-GTG-AT GGT-CAG-ACG-GGT-AAT-GTG-C
SNORD15A [U15a] AGA-GAT-GAT-GAC-GAG-TCT-GAC-TTG TGT-GCC-ACA-GAA-CGC-AGC-ACA-GAG
SNORD17 [HBI-43] GAA-CTT-GAG-GCT-ATG-TAG-CCT-GA TCT-TAC-CGG-TAG-CCT-GCC-AAC
SNORD2 [snR39B] AGT-GAA-ATG-ATG-GCA-ATC-ATC CAA-GTG-ATC-AGC-AAT-GAG-TAT-TC
SNORD21 [U21] GCT-GAA-TGA-TGA-TAT-CCC-ACT-AAC CTG-CCA-TCA-GTC-CCG-TCT-TGA
SNORD22 [U22] TTT-CAC-ATG-TCT-TAC-TCT-CTG-TCC CCT-CAG-ACA-GTT-CCT-TCT-GG
SNORD23 [HBII-115] TGC-CCA-GTG-ATG-ACA-CCA-TCC-TTG CCT-CAG-CCC-CTG-GGC-ATT-GGC-C
SNORD27 [U27] CTC-CAT-GAT-GAA-CAC-AAA-ATG-AC CTC-AGT-AGT-AAG-ATG-ACA-TCA-CTT-G
SNORD28 [U28] GTC-AGA-TGA-TTT-GAA-TTG-ATA-AGC GCC-ATC-AGA-ACT-CTA-ACA-TGC
SNORD41 [U41] TGG-GAA-GTG-ATG-ACA-CCT-GT GGA-TCA-GCC-AGT-ACG-AAT-ACG-C
SNORD44 [U44] CCT-GGA-TGA-TGA-TAA-GCA-AAT GTC-AGT-TAG-AGC-TAA-TTA-AGA-C
SNORD45A [U45A] GGT-CAA-TGA-TGT-GTT-GGC-ATG-T AGG-TCT-CAG-AGT-AAT-TCT-AGA-GCT-A
SNORD5 [mgh28S-2409] GTT-CAG-ATG-ATG-AATTTA-ACT-GTT-C GTC-AGA-ATT-AAG-TTT-TAG-TTC-ATG-CC
SNORD50B [U50B] TAA-TCA-ATG-ATG-AAA-CCT-ATC-CCG ATC-TCA-GAA-GCC-GAA-TCC-GTA-C
SNORD51 [U51] GTT-GCA-TGA-TGA-ATA-AAA-TCA-AAT AAG-CAA-ATC-CAT-CAC-GAA-CTC-AG
SNORD54 [U54] GGC-GAT-GAG-GAG-GTA-CCT-ATT-G GAA-TAG-CGT-ATA-AAA-TTA-TCA-CCG
SNORD55 [U55] GTG-TAT-GAT-GAC-AAC-TCG-GTA-ATG-C CTC-AGC-TCT-CCA-AGG-TTG-GC
SNORD57 [U57] TGG-AGG-TGA-TGA-ACT-GTC-TGA-G GGA-TCA-GGC-TCA-TTA-AAT-CAG-TT
SNORD59b [U59b] TAT-TCC-TCA-CTG-ATG-AGT-ACG-TTC CCT-TCT-CAG-AAA-TTG-CAT-CTG-GC
SNORD66 [HBII-142] CCT-CTG-ATG-ACT-TCC-TGT-TAG-TG TCC-TCA-GAT-CCT-CAG-TTC-CAT-C
SNORD71 [HBII-239] GTG-TGT-TGC-AGG-ATG-AAA-GTA-CG GCT-GTC-AGC-AGT-TTG-AGT-GTC-AGC
SNORD74 [U74] CTG-CCT-CTG-ATG-AAG-CCT-GTG CCA-CCA-TCA-GAG-CGG-TTG-GC
SNORD75 [U75] AGC-CTG-TGA-TGC-TTT-AAG-AG GCC-TCA-GAA-TAG-AAT-TTC-AGA-AAT-CC
SNORD76 [U76] GCC-ACA-ATG-ATG-ACA-GTT GCC-TCA-GTT-AAG-ATA-ATG-GTG-G
SNORD77 [U77] GAT-ACT-ATG-ATG-GTT-GCA-TAG-TTC AGA-TAC-ATC-AGA-CAG-ATA-GTA-CAT-C
SNORD78 [U78] GTG-TAA-TGA-TGT-TGA-TCA-AAT-GTC-TG CAG-TGT-TAC-CTT-TGT-CTA-CAT-GCT-CA
SNORD80 [U80] GAT-ACA-ATG-ATG-ATA-ACA-TAG GAT-ACA-TCA-GAT-AGG-AGC-G
SNORD83A [U83A] TCG-TTG-ATG-AGG-CTC-AGA-GTG GCT-GTT-CTC-AGAAGG-AAG-GCA-G
SNORD83A [U83a] GCT-GTT-CGT-TGA-TGA-GGC-TCA-G GCT-GTT-CTC-AGA-AGG-AAG-GCA-G
SNORD93 [HBII-336] GGC-CAA-GGA-TGA-GAA-CTC-TAA-TCT-G TGG-CCT-CAG-GTA-AAT-CCT-TTA-ATC-C
SNORD97 [U97] GAC-GCG-TTA-TTA-AGA-GGA-CT CTC-ACA-GGA-CGC-TGG-ACA-T
Housekeeping gene  FORWARD REVERSE
5s rRNA ACG-CGC-CCG-ATC-TCG-TCT-GAT GCC-TAC-AGC-ACC-CGG-TAT-TCC-C












SCARNA17 [U91] TGG-CCG-ATG-ATG-ACG-AGA-CCA-C CCT-CAG-TCT-GTT-CTC-AGA-ACA-TAC
SCARNA22 [ACA11 or sca22] ACT-AAG-GCT-CGG-TCC-TCT-CC GGT-GTC-CTG-TGT-CCA-CTG-AG
SCARNA23 [ACA12] CTT-CTC-AAG-GTG-AAG-ATA-ACT-CT ATG-TCA-GTA-GTG-GAA-CGA-CC
SCARNA6 [U88] AGG-TCT-GAG-TCC-TCA-GAT-CCC GGT-CTC-AGC-TTG-AAC-AAG-GC
SCARNA7 [U90] GGC-ACT-GAC-TGG-TGA-TGC-TG GGT-GGC-AGG-CTA-GTT-AGG-TGA-G
SNORA11 [U107] CCA-AAG-AAT-GGC-TCC-TCT-GT GTT-CAT-AGG-GAA-GCC-ACA-AG
SNORA12 [U108] GGG-CCT-AAC-TCT-GCC-ACA-TA ACA-TGT-GGG-AGC-CAT-TCT-CT
SNORA15 [ACA15] GCA-TGG-CCG-AAT-ACT-GTG-TT AAC-CTT-AGC-ATA-CCA-TCA-GTC-ATT-C
SNORA18 [ACA18] GTT-GAG-GTC-TAT-CCC-GAT-G TGT-CTT-GTA-ATT-CCT-TCC-CAC-AG
SNORA21 [ACA21] GCA-CTC-AAT-GGG-CCT-GTG-G CCT-TGT-CAC-ACC-ACC-GAT-TG
SNORA24 [ACA24] CTC-CAT-GTA-TCT-TTG-GGA-CCT-G CCA-ATT-AAA-TGG-TGA-CAG-CTT-TG
SNORA29 [ACA29] TCA-TTT-GAC-TAC-CAC-ATT-TTC-TCC AAT-ATC-CGT-TCA-GCC-ATT-TCA
SNORA36B [ACA36B] TCC-AAA-GTG-TTA-AGT-TCA-GTT-CAG CCT-AGC-CAG-TTT-CAA-TGT-TCC-AAA-G
SNORA38 [ACA38] CCC-TCC-TAC-AAA-GGC-ATG-T TGT-GGG-ATG-GTT-GAT-CTT-GA
SNORA39 [ACA39] CGC-CTG-CAT-TCG-TAA-GTG-AT ACA-GGA-GGG-TGA-AGA-TGT-GG
SNORA48 [ACA48] CTC-CAG-GGA-CTT-TTT-GTT-GC CCC-AAA-AGA-AAA-CAG-CGT-CT
SNORA51 [ACA51] GGC-TGT-GTT-CTT-ACA-CTG-AC CAC-AAT-ACA-GAC-CAG-GCA-CAG-G
SNORA53 [ACA53] TCC-ACC-TTT-GTG-GAT-GAA-TCT AAA-TGT-CCG-CAC-ACG-AGT-C
SNORA54 [ACA54] GAG-CAC-TGT-TCG-TAA-CCC-GTT-AG CCA-CCA-GTC-AGT-CAG-TCA-TGT-GTC
SNORA57 [U99] GTA-ATG-TAC-GGA-GGA-AGA-GGG TGA-GGA-TAG-AAC-CAG-CGG-ATG-G
SNORA59a and b [ACA59] GCC-CAG-GGT-ATG-TTC-ACG AGC-TGT-TCC-TTA-TCA-CCA-ACG
SNORA68 [U68] CAC-CTA-AAC-CCA-AGA-ATC-ACT-GT TGT-GGA-ACC-TCC-AAA-TTC-ACT
SNORA70 [U70] CCG-CAG-CCA-ATT-AAG-CCG-ACT-G CAA-CCA-ACA-GGC-TGC-GTA-CAC-TAC
SNORA71A [U71a] CCT-GCA-TCC-GAA-AGT-GAT-CAT-AGG AGT-TGT-GTG-AAA-GCT-TCA-GGG-TTC
SNORA71B [U71d] CCC-TGG-TCA-TTG-ATA-GTG-CAG-GG AGG-TGT-GAG-AAA-GCT-CCA-GAG
SNORA73A [U17A] ATA-CAC-CCG-GGA-GGT-CAC-TC GAC-AGG-ACT-CTG-GGA-AGC-TG
SNORA73B [U17B] GGA-TAC-CCT-GGG-AGG-TCA-CT CAT-GGT-TTG-TCT-CCC-CAG-TC
SNORA84 GGT-TGC-TGG-ATG-CTG-TTG-T CTA-TGG-CAG-CTG-CTG-AGG-A
SNORD101 [U101] TGA-ATG-ATG-ACT-TTA-ATT-GTC-GG GTT-TGT-CAG-ACT-CTT-ATG-TTT-CAC-TC
SNORD109A [HBII-438A] GGA-TCG-ATG-ATG-AGA-ATA-ATT-GTC GAC-CTC-AGA-TTG-ACA-TCT-GGA-ATG-AG
SNORD112 [14q(0)] TGG-ACC-AAT-GAT-GAG-ACA-GTG GTG-CAG-AAC-TGG-ATT-AAT-CAT-G
SNORD113-1 [14q(I-1)] GTG-AGT-GAT-GAA-TAG-TTC-TGT-GG GGA-CTT-CAG-AGT-TTA-GGG-TT
SNORD113-2 [14q(I-2)] TAG-CCA-ATC-ATT-AGT-ATT-CTG-AGC AAC-CTC-TGA-GTT-ACA-GAA-TCT-A
SNORD113-3 [14q(I-3)] AGA-CCA-ATG-ATG-AGT-ATT-CTG-G TGG-ACC-TCA-GAG-TTA-CAG-GG
SNORD113-5 [14q(I-5)] GGA-TCA-ATG-ATG-ATT-GGT-G AGA-TCT-CAG-AGT-TAC-ACA-GAG-G
SNORD113-6 [14q(I-6)] TGG-ACC-AGT-GAT-GAA-TAT-CAT-G TGG-ACC-TCA-GAG-TTG-CAG-ATG
SNORD113-7 [14q(I-7)] TGG-ATC-AAT-GAT-GAG-TAT-GCG-T GAC-CTC-AGA-GAT-ACA-GAC-AGG
SNORD113-8 [14q(I-8)] TGG-ACC-AAT-GAT-GAG-ATT-GG GGA-CCT-CAG-AGT-TAC-AGA-TGG-C
SNORD113-9 [14q(I-9)] GGA-TCA-ATG-ATG-AGT-ACC-CTG TGG-ACC-TCA-GAG-TTA-TAG-GG
SNORD114-1 [14q(II-1)] GGA-CCT-ATG-ATG-ATG-ACT-GG TGG-ACC-TCA-GAC-TTC-CAG-ACC
SNORD116-23 [HBII-85-23] TGG-ATC-GAT-GAT-GAC-CTC-AAT-AC GAC-CTC-AGT-TTG-ACG-AGG-ACG-ACG
SNORD116-26 [HBII-85-6] TGG-ATC-GAT-GAT-GAG-TCC-TCC-AA GAC-CTC-AGT-TCC-GAT-GAG-AAT-GAC
SNORD116-6 [HBII-85-26] ATG-GAT-CTC-ATC-GGA-ATC-TGA-AC GGA-CCT-CAG-CTC-ACA-GAA-GTG-GC
























































B: baseline mean of normal T cells 
E: baseline mean of neoplastic samples 
* indicates filtered genes according criterion (Fold Change >1.3 and p value <0.05)  
Gene B E Fold change P value filtered
U2 0.23 0.61 2.68 0.000000 *
U3 2.44 2.03 -1.20 0.331446
U4 681.00 257.75 -2.64 0.000478 *
U5 49.86 24.06 -2.07 0.000765 *
U8 2.10 1.14 -1.85 0.045123 *
ACA12 0.01 0.01 -1.05 0.829907
ACA15 0.03 0.01 -3.02 0.005024 *
ACA18 0.34 0.24 -1.42 0.014055
ACA21 0.11 0.09 -1.28 0.230196
ACA24 0.36 0.20 -1.79 0.002418 *
ACA39 0.01 0.00 -1.79 0.156811
ACA51 0.01 0.01 -1.22 0.592016
ACA54 0.53 0.07 -7.54 0.000227 *
ACA59 0.03 0.02 -1.91 0.027774 *
HBII-115 0.00 0.00 -2.72 0.362312
HBII-142 0.10 0.02 -4.32 0.000026 *
HBII-239 0.50 0.09 -5.79 0.000025 *
HBII-336 0.01 0.01 1.27 0.257134
HBII-438-A 0.01 0.01 -1.66 0.088799
HBII-85-25 0.06 0.01 -4.42 0.002127 *
HBII-85-26 0.03 0.01 -3.95 0.003600 *
HBII-86-6 0.53 0.13 -4.11 0.000264 *
HBII-99 3.06 1.05 -2.92 0.000113 *
mgh28S-2409 0.15 0.07 -2.16 0.000533 *
snorA12 3.09 0.77 -4.01 0.000050 *
snorA29 0.13 0.02 -8.25 0.061752
snorA38 0.05 0.01 -4.38 0.000477 *
snorA53 0.08 0.02 -3.39 0.002562 *
snorA73A 0.38 0.31 -1.23 0.189233
snorA84 0.14 0.09 -1.61 0.015731 *
snord117 0.20 0.03 -6.36 0.000018 *
snord13 2.65 1.39 -1.90 0.002921 *
snord22 0.12 0.04 -3.00 0.001644 *
snord44 0.29 0.09 -3.11 0.000567 *
snord83A 0.07 0.02 -2.77 0.001312 *
snord97 1.27 0.34 -3.70 0.000059 *
U101 0.10 0.02 -3.99 0.000534 *
U107 0.06 0.00 -13.78 0.005258 *
U17b 0.33 0.23 -1.40 0.080160
U28 0.50 0.15 -3.35 0.000952 *
U41 1.08 0.38 -2.80 0.000444 *
U54 0.29 0.07 -4.33 0.000055 *
U55 1.63 0.34 -4.74 0.000658 *
U57 0.33 0.09 -3.79 0.000306 *
U68 0.09 0.06 -1.62 0.062976
U70 0.53 0.37 -1.46 0.028301
U71a 0.04 0.02 -1.70 0.135171
U71d 0.04 0.02 -2.13 0.033742 *
U74 0.09 0.05 -1.81 0.040269 *
U75 0.00 0.01 9.24 0.000008 *
U76 0.02 0.06 3.28 0.000000 *
U77 0.07 0.04 -1.97 0.015005 *
U78 0.15 0.10 -1.41 0.091803
U90 4.56 1.19 -3.82 0.000290 *
U91 0.21 0.01 -15.50 0.000011 *
U99 0.23 0.12 -1.94 0.001637 *
snR39B 0.14 0.05 -2.77 0.006243 *
HBI-43 0.83 0.26 -3.23 0.000022 *
U51 0.00 0.01 1.27 0.324575
U21 0.16 0.06 -2.78 0.007158 *
U27 1.20 0.20 -5.94 0.000095 *
U59b 0.16 0.02 -6.73 0.000089 *
U83a 0.06 0.02 -2.86 0.002420 *
U15a 0.02 0.01 -2.70 0.008676 *
U45A 3.25 0.96 -3.39 0.000188 *
U50B 0.13 0.04 -2.90 0.007258 *
ACA36B 0.01 0.01 1.20 0.281815
U80 0.00 0.00 -1.61 0.413944
U88 0.03 0.01 -2.91 0.010697 *
Supplemental Table 2: Fold change in snoRNA expression in T-cell lymphoma samples 





























Gene nA A Fold change P value filtered
U3 2.26 0.96 -2.35 0.000000 *
14q(I-5) 0.00 0.00 8.54 0.033587 *
ACA12 0.01 0.00 -3.42 0.000002 *
ACA51 0.00 0.02 3.97 0.004355 *
ACA54 0.08 0.04 -1.76 0.003000 *
HBII-85-25 0.02 0.01 -2.26 0.006858 *
HBII-85-26 0.01 0.00 -2.20 0.001757 *
snorA38 0.01 0.01 -2.26 0.000356 *
snorA53 0.03 0.01 -1.74 0.010955 *
snorA73A 0.34 0.21 -1.62 0.003187 *
snord13 1.53 0.85 -1.80 0.000438 *
snord22 0.03 0.05 1.61 0.017066 *
snord44 0.11 0.06 -1.89 0.000634 *
snord97 0.43 0.08 -5.61 0.000000 *
U107 0.00 0.00 -2.25 0.000691 *
U21 0.04 0.09 2.12 0.017911 *
U51 0.00 0.01 2.94 0.001427 *
U57 0.08 0.11 1.46 0.001723 *
U59b 0.03 0.01 -1.79 0.002626 *
U71d 0.02 0.03 1.85 0.047517 *
U75 0.00 0.02 70.23 0.006345 *
U76 0.03 0.12 3.97 0.006812 *
U88 0.01 0.03 5.50 0.000868 *
U91 0.02 0.00 -4.68 0.000000 *
Supplemental Table 3: SnoRNAs differentially expressed in 
ALCL Alk- compared to PTCL (non-ALCL) cases 
nA: baseline mean of PTCL (non-ALCL) samples 
A: baseline mean of ALCL Alk- samples 






























Supplemental Fig 1.: Specificity analysis of miR-768 Taqman microRNA assay and HBII-239 
primers used in Syber Green quantitative PCR. 
(A) HBII-239 mature sequence was cloned in Topo-Blunt Vector. In vitro transcription was carried out 
and HBII-239 RNA was purified by phenol-chloroform (template DNA was released by DNAse 
treatment). HBII-239 was reverse transcribed with 1µg of FEPD cell line RNA or 1µg of HBII-239 in 
vitro transcribed. 1µg of miR-768-3p (costumed by Life technology) was additionally reverse 
transcribed. HBII-239 relative quantity was analyzed for each condition by quantitative PCR with 
specific snoRNA primers using Syber Green (SyGr) and relative quantity was calculated by 
normalization with FEPD condition. The same method was carried out for miR-768-3p. 0.003ng/µl of 
miR-768-3p (costumed by Life technology) and 2ng/µl of FEPD total RNA or HBII-239 (in vitro 
transcribed) were reverse transcribed and analyzed by miR-768-3p Taqman microRNA assay. (B) 
Dissociation curves of HBII-239 Syber Green quantitative PCR on cDNA made from FEPD total RNA, 
HBII-239 (in vitro transcribed) and from miR-768-3p (costumed by Life technology). In dissociation 
curve obtained from miR-768-3p cDNA, some signals can be observed but those are discarded during 
analyzing (as they were considered to primer dimers). 
S14 5s-rRNA GAPDH 18s rRNA ACTIN B
Minimum 13,76 10,66 10,47 10,47 9,25
25% 
Percentile 16,05 14,32 14,15 13,77 12,74
Median 16,78 15,62 15,14 15,03 13,54
75% 
Percentile 17,66 16,7 16,54 16,26 15,12
Maximum 23,31 19,75 23,62 26,81 22,47
Mean 16,86 15,47 15,34 14,96 13,89
Std. Deviation 1,323 1,799 1,994 2,092 2,01
Coefficient of 






























































































ORR in each snoRNA-defined groups in AITL








ORR in each snoRNA-defined groups in PTCL








Supplemental Fig. 4: ORR in AITL and PTCL-NOS patients according to their respective 
prognostic snoRNA signature 
Supplemental Fig. 5: MicroRNA transfection efficiency and expression fold change of miR-
768-3p in FEPD cells 
(A) 50000 FEPD cells were transfected using lipofectamin RNAi-max (Invitrogen) with microRNA 
negative control unlabelled or with microRNA negative control Cy3 labeled. Two days after 
transfection the amount of Cy3 positive cells were determined by flow cytometer. (B) Using 
identical conditions, FEPD were transfected with microRNA negative control unlabelled or miR-
768-3p mimic or miR-768-3pM. After two days of transfection, miR-768-3p expression was 
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RÉSUMÉ : 
Les petits ARN nucléolaires (snoARN) sont d’abondants petits ARN non codants impliqués dans la 
modification post-transcriptionnelle des ARN ribosomiques. Plus récemment, ils ont été associés à de 
nouvelles fonctions et des dérégulations dans les cancers. La leucémie lymphoïde chronique (LLC) est 
l’hémopathie maligne la plus courante dans les pays occidentaux. Cette pathologie, bien qu’indolente, 
est toujours incurable et est très hétérogène en termes d’évolution et de réponse au traitement. Il est 
ainsi nécessaire de découvrir de nouveaux marqueurs permettant de stratifier le risque d’évolution de la 
LLC afin d’améliorer la prise en charge thérapeutique des patients. Le but de mon projet a été d’étudier 
les profils d’expression des snoARN dans la LLC et de les corréler aux données cliniques et biologiques. 
Par des expériences de PCR quantitative à grande échelle (Fluidigm), j’ai mis en évidence la dérégulation 
des snoARN dans la LLC. De plus, j’ai pu montrer qu’une signature spécifique était capable de définir un 
nouveau sous-groupe de mauvais pronostic au sein des patients IGHV-mutés, initialement classés dans 
un groupe de bon pronostic. La surexpression de la signature est corrélée à un temps de survie sans 
traitement plus court et semble être principalement activée par les signaux de prolifération. Ainsi, cette 
étude démontre l’intérêt d’étudier la valeur pronostique des snoARN dans la LLC et plus largement dans 
les hémopathies malignes. 
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TITLE : Study of small nucleolar RNAs (snoRNAs) expression profiles in chronic lymphocytic leukemia  
ABSTRACT: 
Small nucleolar RNAs (snoRNAs) are an abundant class of small non-coding RNAs responsible for the 
post-transcriptional modifications of ribosomal RNAs. They have been recently associated with new 
functions and described as deregulated in many cancers. Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is the most 
frequent leukemia in the western world. This disease has a slow progression rate but is still incurable 
and is also very heterogeneous in terms of clinical course and response to therapy. Thus, it is essential to 
find new molecular markers allowing improvement of patient therapeutic care. This study aimed at 
establishing the expression profiles of snoRNAs in a CLL cohort and to correlate them to the clinico-
biological parameters. By means of high-throughput quantitative PCR, I showed that snoRNAs were 
deregulated in CLL. Moreover, a specific signature was able to define a new adverse prognostic 
subgroup among IGHV-mutated patients, initially classified as good prognosis cases.  The overexpression 
of the signature is correlated to a shorter treatment-free survival and seems to be mainly activated by 
proliferation signals. All in all, this study demonstrates the prognostic value of snoRNAs in CLL and 
prompts us to further explore their deregulation in hematological malignancies. 
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